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摘要 : A S (Pomatorhinus rujicoWis) 各 亚 种 间 系 统 发 育 关 系 一 直 存 在 分 歧 。 该 文 测定 了 标 颈 钩 嘴 静 10 
个 亚 种 20 个 样本 的 完整 线粒体 Cyt 和 ND2 基因 序列 ( 共 2184 bp)， 以 棕 颈 钧 嘴 静 (P ruficollis) UK 3L Pals RSCP 
schisticeps) J WFE, SETS EJIUSS(P. montanus) PEKE HS(P ochraceiceps). AWE JE RS(P ferruginosus) S] BS 
(Xiphirhynchus superciliaris) HAME, 通过 最 大 简约 法 、 最 大 似 然 法 以 及 贝 叶 斯 推断 法 , 构建 了 棕 颈 钓 嘴 鹏 亚 种 间 的 
系统 发 育 树 。 结 果 显 示 : 标 颈 钩 嘴 骨 是 并 系 群 ， 灰 头 钩 嘴 静 聚合 在 其 内 部 ; BUR nI4 A 3 个 地 理 支 序 ， 即 中 
国 西南 部 支 序 、 中 国 东南 部 支 序 和 中 国 中 部 支 序 ， 标 颈 钩 嘴 静 亚 种 间 系 统 发 育 关 系 与 形态 特征 不 完全 一 致 ， 并 澄 
清 了 一 些 分 类 问题 。 

关键 词 : PRAMS; Cytb; ND2; 种 下 分 类 

中 图 分 类 号 : Q959.739; Q959.739.09 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0241-07 
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Preliminary discussion on the phylogenetic and taxonomic 
relationship of Pomatorhinus ruficollis 


SONG Rui” *, DONG Feng", LIU Lu-Ming!, WU Fei’, WANG Kai’, ZOU Fa-Sheng’, 
LEI Fu-Min3, LI Shou-Hsien*", YANG Xiao-Jun" ' 


(1. Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming Yunnan 650223, China; 2. South China Institute of Endangered Animals, 
Guangzhou 510260, China; 3. Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China; 4. Department of Life Science, National 
Taiwan Normal University, Taipei 116, China; 5. Graduate University of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 


Abstract: The phylogenetic relationships among subspecies of Pomatorhinus ruficollis are not clear. In this paper 
we sequenced two mitochondrial genes (Cyt b and ND2, in total 2184 bp) and examined twenty individuals representing 
ten of the eleven subspecies of P. ruficollis in China. Molecular phylogenetic trees were reconstructed using maximum 
parsimony, maximum likelihood and Bayesian inference methods, with P. ruficollis and P. schisticeps as in-groups, P. 
montanus, P. ochraceiceps, P. ferruginosus and Xiphirhynchus superciliaris as out-groups. Results indicated that P. 
ruficollis was paraphyletic, in which P. schisticeps was embedded, and was divided into three phylogeographic groups: 
southwestern China group, southeastern China group and central China group. Our results also suggested discordances 
between phylogenetic relationships and morphological characteristics, and clarified some intraspecific taxonomic 


debates. 


Key words: Pomatorhinus ruficollis; Cyt b; ND2; Phylogeny 


Fx Si 24 RB (Pomatorhinus ruficollis) E Jg € JE. & Monroe, 1990), 分 布 海拔 为 200-3 000 m (Collar 
H (Passeriformes) 45 科 (Muscicapidae) mi JE. XV. 科 & Robson，2007)， 属 于 林 下 层 活动 的 鸟 类 ， 其 典型 
(Timaliinae) £4 9f HS J& (Pomatorhinus), 主要 分 布 于 特征 为 具 栗 色 的 颈 圈 、 和 白色 的 长 眉 纹 和 黑色 的 贯 


东洋 区 中 印 亚 区 中 北部 以 及 喜 玛 拉 雅 山南 部 (Sibley A, 胸部 具有 纵 纹 或 无 纹 。 通 过 检查 中 国 科学 院 上 
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明 动 物 研究 所 的 馆藏 标本 和 结合 现 有 文献 (Ramsay, 
1878; Cheng, 1962; Cheng et al, 1987; Yang & Yang, 
2004; Collar, 2006; Collar & Robson, 2007), INEKE 
Sy LES RS PP AT ASR LAR A, HE BC 
至 少 可 以 分 为 3 个 类 群 ， 即 胸部 具 黑 神色 点 斑 的 有 
P. r. musicus 和 P. r. nigrostellatus; 胸部 几乎 为 白色 
的 有 P. r. bhamoensis. P. r. beaulieui 和 P. r. 
albipectus; Bil FRU Ha BIRR MASLIN AL P. r. 


bakeri, 


















































P. r. laurentei, Pr styani, P. r. similes. Pr 
godwini. Pr eidos, P.r. stridulus, P.r. hunanensis 
和 P. r. reconditus o Xt ERAS ASAE RIBAS ASE E. 
种 ， 存 在 几 种 不 同 分 类 意见 : Ramsay(1878) 曾 将 其 
划分 为 3 个 种 , 即 P ruficollis, P. nigrostellatus 和 
P musicus; 后 来 的 分 类 处 理 均 将 其 归 为 P ruficollis, 
最 常见 的 是 将 其 分 为 14 个 亚 种 (Deignan，1964; 
Clements, 2000; Dickinson, 2003) 。Collar (2006) 及 
Collar & Robson(2007) 认 为 P musicus BZ P 
ruficollis 来 说 体型 更 大 ， 上 中 全 黑 且 较 长 ， 头 部 深 
灰色 ， 后 颈 的 栗色 更 宽 更 多 ， 胸 纹 为 清晰 的 黑 褐 色 
的 卵 圆 状 ， 腹 部 和 两 胁 为 明显 栗色 , 可 以 作为 一 个 
独立 种 ; Collar (2006) 认 为 虽然 P x nigrostellatus 的 
胸 纹 与 已 musicus 相似 , 但 其 胸 羽 还 保持 有 稀薄 的 
Efe, dux vH, 因此， 不 提倡 
将 Px nigrostellatus 提升 为 种 ， 从 而 将 标 颈 钩 嘴 静 
分 为 两 个 种 : 一 个 是 含 13 个 亚 种 的 P ruficollis; 一 
个 是 单 型 种 P musicus。 人 然而 , Dong et al (2010a) Ail 
Reddy & Moyle(2011) 的 分 子 研究 结果 均 表 明 ， 灰 头 
TE HS(P. schisticeps) NIE 53 Eg SES WE RIS A f E 3 
WES AIFS PILAR. HESAN 
TEWDWR, Tid PI RS AP ASE 
发 育 关 系 有 进一步 探讨 的 必要 。 

本 研究 以 线粒体 DNA Zi SEPA ER SOLER S RS I] 
种 下 系统 发 育 关 系 ， 以 检验 Ramsay (1878). Collar 
(2006). Collar & Robson (2007) 对 本 种 的 分 类 意见 ， 
了 解 该 物种 的 演化 历史 并 完善 其 分 类 处 理 。 同 时 ， 
探讨 鸟 类 形态 和 环境 的 适应 过 程 , 促进 东南 亚 众多 
形态 存在 高 度 差 异物 种 的 研究 工作 。 


1 材料 与 方法 


根据 Collar & Robson (2007) 和 Cheng (1962) 的 
分 类 建议 , 在 取样 时 暂 将 P. x laurentei、 P. r. styani、 
P r. musicus 和 Pr nigrostellatus 作为 独立 亚 种 ， 并 
根据 Dong et al (2010a) 的 研究 结果 ， 以 棕 贷 钓 嘴 鹏 
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MRKAR A ATE URE ESP montanus) 
Ex 3k 49 RNS (P ochraceiceps) . £I Vis #4 YR AS (P. 
ferruginosus) N&W RS QXiphirhynchus superciliaris) 
为 外 群 ， 构建 线粒体 细胞 色素 b(Cyt b) 3 NADH Jit 
氧 酶 第 二 亚 基 (ND2) 两 个 基因 合并 数据 集 的 系统 发 
育 树 。 
1.1 样本 采集 及 总 DNA 的 提取 

除 P or godwini 外 ,采集 到 在 国内 分 布 的 标 贷 
PASSA 10 个 亚 种 , 20 个 样本 。 样 本 保存 于 99% 的 
酒精 分 析 纯 溶液 中 ,并 存放 于 -80 'C 冰 箱 。 总 DNA 
的 提取 采用 经 典 的 异 丙 醇 沉 淀 法 , 提取 后 的 DNA 
经 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 灰 头 钓 嘴 鹏 、 职 背 钧 
VHS. ER SK PQS. ZU US HS US RS AY Fe 2135) 
FRK GenBank, 所 有 样本 的 标本 号 及 采集 地 见 表 1。 


表 1 本 研究 中 的 样品 及 其 来 源 


Tab.1 Sample species and source in this study 





































































































































































































--J- Ei AE El sy 
KU o. specimens Source of 
Scientific name Sample type 
voucher samples 
外 群 Out-group 
Pomatorhinus GenBank * = Sabah, Malaysia 
montanus 
P. ochraceiceps GenBank ° = 云南 文山 
P. ferruginosus GenBank * — 云南 怒江 
Xiphirkynehus GenBank * = 云南 怒江 
superciliaris 
Pj RE In-group 
Des e e Umphang, 
P. schisticeps GenBank Thailand 
; KIZ, D03 几 肉 Muscle 2 
P r. laurentei KIZ, D04 des 云南 昆明 
NTNU, T0855 |j Muscle TE 
P. r. styani NTNU, T0909 Àj Muscle 陕西 汉中 
sim KIZ,GLGS1494 ”肌肉 Muscle sh 
> r. similis KIZ GLGS1835 LA Muscle BPA PR LH 
IOZ, 10129 IL] Muscle " 
; ; I E 
P. r. eidos IOZ, 10130 几 肉 Muscle VE Sc 
f SCIEA, S00096 几 肉 Muscle s enr 
P. r. stridulus SCIEA S00097 几 肉 Muscle ] AR AED 
; KIZ, DYS045 |j Muscle d 
P. r. hunanensis KIZ. DYS142 Muscle 广西 金 秀 
KIZ, WS003 肉 Muscle je 
P r. reconditus KIZ. WS004 Fa Ringers 云南 文山 
P. r. albipectus KIZ REO? 肉 Muscle 云 F 
s aiBIpeched KIZ, PE043 Al Muscle . ^94 
; NTNU, T2331 Al Muscle — Lu 
P r. musicus NTNU T1842 A nisele 台湾 南投 
SCIEA, S00307 肉 Muscle db 
P. r. nigrostellatus SCIEA, S00311 ^j Muscle 海南 陵 水 
KIZ: 中 国 科学 院 昆明 动物 研究 所 ; SCIEA: 华南 濒危 动物 研究 所 ; 
































NTNU: 台湾 师范 大 学 ; IOZ: 中 国 科学 院 动物 研究 所 ; GenBank ** 5 
Dong et al (2010a); GenBank ° X Á Cibois (2003) 和 Pasquet et al (2006). 
KIZ: Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences; 
SCIEA: South China Institute of Endangered Animals; NTNU, Nationa 
Taiwan Normal University; IOZ: Institute of Zoology, Chinese Academy of 





























Sciences; GenBank *“ came from Dong et al (2010a); GenBank ° came 
from Cibois (2003) and Pasquet et al (2006). 
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12 目的 基因 的 扩 增 及 序列 测定 

分 别 使 用 两 对 引物 ( 表 2) 对 线粒体 Cyt b 和 ND2 
基因 进行 扩 增 , PCR 扩 增 产物 测序 时 , 使 用 同样 的 
引物 ,PCR 反应 体系 (50 uL (KAYA : WAR IK 38.5 uL, 
10XPCR Buffer 5 uL, dNTP 3 uL(2.5 mmol/L), 小 
牛 血 清和 蛋白 (bovine serum albumin, BSA)2 uL, IER 

































































引物 各 1 uL(10 m mol/L), Taq DNA 聚合 酶 0.25 uL, 
模板 DNA 1 pL. PCR 反应 条 件 为 : 94 CHAHE 5 
min; 以 94 CŒ 30s . 55 CEK 40 s. 72 ‘CHE 
H 1 min 为 1 个 循环 ， 共 进行 35 个 循环 ; 循环 结束 
后 72 人 延伸 10 min. PCR 产物 用 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 
电泳 检测 后 送 交 测序 公司 进行 双向 测序 。 
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表 2 本 研究 使 用 的 引物 列表 


Tab.2 Primers used in this study 





基因 引物 名 引物 序列 (5 一 3') 参考 

Gene Primer name Primer sequence (5'-3') References 

Cyt b L14833 CAGGCCTAATAAAGCCTA Dong et al, 2010b 
L15407 TGAGGTGGATTCTCAGTAGAC Zhang et al, 2007 
H15487 GATCCTGTTTCGTGGAGGAAGGT Cibois et al, 1999 
H16070 GGAGTCTTCAGTCTTTGGTTTAC Dong et al, 2010b 

ND2 L5219 CCCATACCCCGAAAATGATG Dong et al, 2010b 
L5809 GCCTTCTCATCCATCTCCCACCTAGGATGAAT Cicero & Johnson, 2001 
H5850 ATTAGGGCGTATAGGTAGAAGTT Dong et al, 2010b 
H6312 CTTATTTAAGGCTTTGAAGGCC Dong et al, 2010b 


13 数据 分 析 

测序 得 到 的 序列 片段 使 用 DNASTAR 软件 包 
(DNASTAR Inc, Madison，WD 中 的 SeqMan 程序 进 
行 正 反 向 拼接 并 校正 。 拼 接 后 的 序列 在 Clustal X 
1.83(Thompson et al，1997) 中 使 用 默认 参数 进行 对 
位 排列 。 遗 传 距离 在 MEGA 4.0(Tamura et al, 2007) 
中 计算 。 

使 用 PAUP* 4.10b (Swofford, 1999), Phyml 3.0 
(Guindon & Gascuel, 2003) 和 MrBayes 3.1.2 
(Huelsenbeck & Ronquist，2001) 分 别 构建 最 大 简约 
树 (MP 树 )、 最 大 似 然 树 (ML 树 ) 和 贝 叶 斯 推断 树 (BI 
树 ).MP 树 是 采用 启发 式 搜索 (heuristic research), 分 
文 交 换算 法 是 使 用 树 二 等 分 再 连接 法 (tree- 
bisection-reconnection)， 各 分 支 节 点 的 可 靠 性 使 用 
1 000 次 重复 的 自 展 重 抽样 值 一 一 Bootstrap support, 
BS (Felsenstein, 1985) 进 行 评 估 ; 构建 ML 和 了 BI 树 之 
前 ,在 Modeltest 3.7 (Posada & Crandall, 1998) 中 进 
行 合 并 数据 集 的 模型 检测 ,根据 赤 池 信息 量 准则 
(Akaike Information Criterion, AIC) 选 择 最 适 核 酸 置 
换 模型 为 GTR+G (InL-6705.8291, K-9, AIC- 
13429.6582). ML 树 在 Phyml 3.0 中 计算 , 碱 基 频 率 
在 最 大 似 然 框架 (the maximum likelihood framework) 
下 估计 ,分支 交 换算 法 设 为 SPR(subtree pruning- 
regrafting), 树 的 搜索 完成 后 也 采用 1000 次 的 自 展 
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He d FE E Bootstrap support, BS (Felsenstein, 
1985) 评 估 各 分 支 节点 的 可 靠 性 ,其余 选项 选用 系 
统 默认 参数 ; BI 分 析 采 用 与 ML 相同 的 模型 , 在 
MrBayes 3.1.2 中 同时 运行 2 个 独立 的 由 4 条 链 组 成 
的 Metropolis-coupled Markov Chain Monte Carlo 程 
Fe, 每 个 程序 运行 500 万 代 , 每 隔 100 代 进 行 一 次 
抽样 ,分 支 置 信和 度 用 后 验 概率 (Posterior probability, 
PP) 表示 。 


2 d R 


测序 获得 全 部 20 个 样本 的 完整 Cyt b 和 ND2 
基因 (Cyt b: 1143 bp; ND2: 1 041 bp). YE SeqMan 程 
序 中 使 用 咨 椎 动物 线粒体 密码 子 将 基因 序列 翻译 
成 氨基 酸 序列 , 在 氨基 酸 序 列 中 未 发 现 终止 密码 子 
和 空位 。 因 此 , 得 到 的 Cyt b 和 ND2 基因 全 长 序列 
均 应 来 自 线 粒 体 DNA, 而 非 核 假 基因 。 
2.1 系统 发 育 分 析 

使 用 MP iX. ML 法 和 BI 法 三 种 方法 构建 的 系 
统 发 育 树 的 拓扑 结构 完全 一 致 (图 1)， 且 大 部 分 节 
点 都 得 到 了 较 高 的 支持 率 (BS>70%, PP>0.95)。 
MP 树 、ML 树 和 BI 树 均 显示 标 颈 钩 嘴 静 不 是 
单 系 群 ， 灰 头 钧 嘴 鹏 位 于 其 系统 发 育 树 的 内 部 ， 并 
以 较 高 的 支持 率 (MP BS=75, ML BS=86, BI 
PP=0.98) 与 云南 地 区 的 棕 颈 钧 嘴 鹏 聚合 为 一 支 。 同 
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75/86/0.98 


85/81/1.00 


94/95/1.00 


100/100/1.00 
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P. schisticeps (Umphang, Thailand) 
P. r. laurente (Kunming, Yunnan) 
P. r. albipectus (Simao, Yunnan) 

P. r. albipectus (Simao, Yunnan) 


P. r. similis (Baoshan, Yunnan) Clade A 


96/97/1.00 


100/100/1.00 62/75/0.81 


100/100/1.00 


74/70/0.85 


99/94/0.97 


100/100/1.00 


100/100/1.00 


61/62/0.74 


96/98/1 .00 


93/95/1.00 frum P. r. hunanensis (JinXin, Guangxi) 


100/100/1.00 


P. r. laurentei (Kunming, Yunnan) 

P. r. similis (Baoshan, Yunnan) 

P. r. musicus (Nanton, Taiwan) 

P. r. musicus (Nanton, Taiwan) 

P. r. nigrostellatus (LingShui, Hainan) 
P. r. nigrostellatus (LingShui, Hainan) | Clade B 
P. r. reconditus (Wenshan, Yunnan) 

P. r. stridulus (ZhaoQing, Guangdong) 

P. r. stridulus (ZhaoQing, Guangdong) 

P. r. eidos (Yaan, Sichuan) 

P. r. eidos (Yaan, Sichuan) 

P. r. reconditus (Wenshan, Yunnan) 

Clade C 
P. r. hunanensis (JinXin, Guangxi) 

P. r. Styani (Hanzhong, Shaanxi) 

P. r. Styani (Hanzhong, Shaanxi) 


- P. montanus (Sabah, Malaysia) 





图 1 基于 线粒体 DNA 序列 合并 数据 集 构建 的 5090 MP 一 致 树 
Fig. 1 50% MP tree based on the concatenated dataset of mitochondrial DNA sequence 
分 支 上 的 数字 分 别 代 表 MP BS. MLBS 和 BIPP; 外 和 群 仅 以 Pomatorhinus montanus 为 例 。 


Bootstrap values of MP and ML trees and Posterior probabilities of BI tree are shown on the nodes. Just show Pomatorhinus montanus as out-group. 


I, ARBORS te ie AN PRS EE RS t I AY ak EH oy 
为 3 个 支 序 , 即 支 序 A(Clade A)、 支 序 B(Clade B) 
和 文 序 C(Clade C)。 

Clade A (MP BS=85, ML BS=81, BI PP=1.00) 包 
f P. r. albipectus. P. r. similis & P. r. laurentei, 这 3 
个 亚 种 在 国内 均 分 布 在 云南 。 值 得 注意 的 是 P x 
laurentei 的 两 个 样本 并 没有 聚 为 一 文 ， 其 中 一 个 样 
本 聚合 在 Pr similis 内 部 (MP BS=96, ML BS=97, BI 
PP=1.00)， 再 共同 与 r albipectus 聚 为 姐妹 群 (MP 
BS=94, ML BS=95, BI PP=1.00). 

Clade B (MP BS=62, ML BS=75, BI PP-0.81)I 
P. r. musicua, P. r. nigrostellatus, P. r. stridulus 和 一 
个 已 reconditus 样本 构成 , 主要 分 布 于 广东 、 福 
建 、 江 西 、 浙 江 、 人 台湾、 海南 等 地 。 比 较 意外 的 是 
分 布 于 云南 东南 部 的 已 x reconditus 的 一 个 样本 也 
位 于 Clade B 中 ,并 与 Px stridulus 聚 为 姐妹 群 ,但 
是 支持 率 不 高 (MP BS=61, ML BS=62, BI PP=0.74). 

Clade C (MP BS=99, ML BS=94, BI PP=0.97) 包 
插 P r. eidos, P. r. hunanensis, P. r. styani 和 Pr 
































































































































reconditus 的 另 一 个 样本 ， 分 布 范 围 集 中 在 四 川 、 湖 
南 、 湖 北 、 上 甘肃、 陕西、 河南、 江苏 、 安 徽 、 广 西 、 
贵州 等 地 。 同 Clade B 一 样 , Clade C 中 也 聚合 了 已 
reconditus 的 一 个 样本 , 但 因 支 持 率 较 低 ， 示 能 解决 
其 在 Clade C 中 的 具体 位 置 。 
22 ”遗传 距离 

在 MEGA 4.0 中 采用 K2P(Kimula 2- Parameter) 
模型 获得 未 经 校正 的 遗传 距离 。 计 算 内 外 群 间 的 平 
均 遗 传 距离 时 以 最 近 外 群 P montanus 为 代表 ,所 得 
平均 遗传 距离 为 9.0%; 内 群 中 3 个 支 序 之 间 的 平均 
遗传 距离 分 别 为 Clade A/Clade B=3.5%、Clade 
A/Clade C=2.4% 和 Clade B/Clade C=3.6%; 各 支 序 
内 部 样本 间 的 遗传 距离 分 别 为 0.8%、1.9% 和 0.5%; 
灰 头 钓 嘴 鹏 与 各 文 序 (Clade A 至 〇 之 间 的 平均 遗传 
距离 分 别 为 1.8%、3.5% 和 2.3%。 


3 it it 


WESUERIR uos ERSTE RS A Je LIRE, KK 
TJI ROSE T HC AR EAE EE RIAR, PRE S Hy ap 
















































































































































































3 期 宋 

















为 明显 的 3 个 支 序 , 且 各 文 序 内 部 的 遗传 距离 (0.8%， 
1.9%，0.5%0) 较 之 各 文 序 之 间 的 遗传 距离 (3.5%， 
2.4%，3.6%) 要 小 得 多 ; 同时 P r musicus 和 P r. 
nigrostellatus 也 均 位 于 一 个 支 序 的 内 部 。 以 上 结果 
既 不 同 于 Ramsay (1878) 将 标 颈 钩 嘴 静 划 分 为 3 个 
种 ， 也 不 同 于 Collar (20060) 和 Collar & Robson (2007) 
划分 为 两 个 种 的 建议 。 
3.1 KAM SRM AAA 

IK 3E PUR Rr T- RSAC A PY A AS, Es basil 
WHS P x albipectus. P. r. similis Wl P. r. laurentei UH 
亲缘 关系 非常 近 ( 遗 传 距离 为 1.8%), ELE BOUES Ig FS 
3 个 支 序 之 间 2.4%~3.6% 的 差异 程度 还 要 低 。 A 
AS EA, KKE HS SERIES SAE TRÁDA, P 
者 仅 以 胸部 有 无 纵 纹 相 区 别 。 已 有 研究 表明 ， 灰 头 
钩 跨 鹏 与 标 颈 钩 嘴 岗 在 老挝 中 、 北 部 存在 杂交 现象 
(Delacour & Greenway, 1940; Duckworth et al, 
1998). AS Sc rp AY ARS Fis SE ASR A NUEZ AI FE 
uon 与 已 知 的 杂交 带 相 距 较 远 ， A 

SRE LI Ay E ARA PES, 但 仍然 与 云南 
E A 出 较 近 的 亲缘 关系 。 因 此 ,两 者 
的 系统 发 育 关 系 ， 尚 需 扩 大 取样 进行 进一步 的 下 
FT 
3.2 P r. musicus 和 Pr nigrostellatus 的 分 类 学 地 位 

P. r. musicus §5 P. r. nigrostellatus 均 位 于 Clade 
B 中 ,并 没有 分 别 构成 与 其 它 亚 种 相对 独立 的 文 
Fe. P r musicus 同 CladeA/B/C 之 间 的 遗传 差异 分 
别 为 3.3%、3.5% 和 3.5%, 远 小 于 内 外 群 的 种 间 差 
FE 9.0%。 依 据 系统 发 育种 的 定义 ， 如 果 承 认 P r 
musicus 为 独立 种 ， 则 应 将 柠 颈 钓 嘴 鹏 重新 分 割 为 
至 少 4 个 种 ; 如 果 承 认 P. r nigrostellatus 为 独立 种 ， 
则 更 应 将 标 颈 钩 嘴 届 细 分 为 5 个 以 上 的 种 ,而 非 
Ramsay(1878) 所 划分 的 3 个 种 ,也 非 Collar (2006)、 
Collar & Robson (2007) 所 提议 的 2 个 种 。 因 此 , 本 
文 不 完全 支持 Ramsay (1878). Collar oe Collar 
& Robson (200 75 Esc P419 FS AJK A 
3.3 P r. laurentei 和 P. r. styani 的 分 类 地 位 

Cheng et al (1987) 认 为 Px laurentei 是 Pr 
reconditus 的 同 物 异 名 , 应 将 Pr laurentei 归 为 Pr 
reconditus, Yang & Yang (2004) 更 是 将 其 归 为 PP x 
reconditus、P r. albipectus & P. r. reconditus 3 亚 种 
的 居间 类 群 。 本 文 结果 显示 , P r laurentei 5 P r. 
reconditus 分 别 位 于 不 同 的 文 序 中 (Clade A 与 Clade 
B, C), 两 者 的 遗传 距离 为 2.7%, RARR. 
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通过 查看 中 国 科 学 院 昆 明 动 物 研究 所 的 馆藏 标本 ， 
RIP x laurentei 的 背部 和 胸 纹 均 呈 橄榄 神色 ， 上 
嘴 几 乎 为 黄色 ,形态 特征 与 P r similis 比较 接近 ; 
而 P r reconditus 的 背部 和 胸 纹 均 呈 栗色 ， 上 嘴 基 
部 为 黑色 , 与 Px laurentei 有 明显 区 别 , 因此 , 不 文 
持 Cheng et al (1987) 的 观点 。 

从 发 育 树 上 还 可 以 看 出 , Px laurentei 的 2 个 样 
本 并 未 单独 聚 为 一 文 ,， 一 个 样本 位 于 Clade A 的 根 
部 (MP BS=85, ML BS=81, BI PP=1.00); 而 另 一 个 
样本 则 位 于 Clade A 的 内 部 并 与 Px similis 聚合 (MP 
BS=96, ML BS=97, BI PP=1.00), 显示 其 有 一 定 的 
分 化 , 或 者 是 否 如 Yang & Yang (2004) 所 推测 的 为 
杂交 类 群 ， 需 进一步 的 研究 证 明 。 

P r. styani 长 期 以 来 一 直 作 为 Px stridulus 的 同 
物 寞 名 (Diegnan, 1964; Dickinson, 2003), 但 Cheng 
et al (1987) 和 Collar & Robson (2007) 认 为 两 者 区 别 
明显 , 应当 作为 独立 的 亚 种 。 本 文 的 结果 显示 , Px 
styani 和 Px stridulus 分 别 位 于 不 同 的 文 序 中 ,两 者 
间 的 遗传 差异 为 4.096, 与 各 文 序 之 间 的 差异 程度 
相当 ; MEREKA, P r styani 的 背部 及 胸 纹 均 时 
橄榄 褐色 ,而 P r. stridulus 的 背部 及 胸 纹 均 呈 栗色 ， 
区 别 比较 明显 ; 另外 , P x styani 主要 分 布 在 长 江 流 
bk, 而 已 stridulus 集中 在 东南 沿海 地 区 ,两 者 分 
Ai SEAT He So KE, AS ICSC HF Cheng et al(1987) 
和 Collar & Robson(2007) 的 观点 ， 认 为 已 r styani x 
独立 的 亚 种 。 
3.4 TES $4 EB E PEE S E AB AAA 

从 构建 的 系统 发 育 树 看 ， 标 颈 钩 嘴 觅 的 3 个 文 
序 在 地 理 分 布 上 明显 可 分 为 3 个 地 理 类 群 ， 即 中 国 
西南 部 类 群 Clade A, 中国 东 南部 类 群 Clade B 和 中 
国 中 部 类 群 Clade C， 该 结果 与 灰 眶 省 鹏 (Zou et al, 
2007; Song et al，2009) 的 地 理 类 和 群 分 布 基本 一 致 ， 
揭示 这 3 个 地 区 在 生物 分 布 与 系统 发 生 中 可 能 存在 
更 深入 的 关系 。 

Ramsay (1878) 曾 指出 , David & Oustalet (1877) 

CURES SIUEJURS STE EARS AIR. ZBL 
OS ERU AS, ACERS SSH 3 个 支 序 在 形态 上 
一 定 的 重 登 ,不 具有 明显 的 可 区 分 特征 ,同一 个 

支 序 中 亚 种 间 的 羽 色 变 化 也 很 大 ， 尤其 以 胸 纹 为 甚 ， 
如 在 Clade A 中 , P. r. albipectus 的 胸 纹 几乎 为 白色 ， 
有 时 仅 具 细微 淡 黄 色 , 但 P x similis mmm 
槛 褐色 胸 纹 ; 在 Clade B "P, P r. stridulus 的 胸 纹 为 
REE CS, 但 Px nigrostellatus Ñ P r. musicus 却 为 黑 




































































































































































































































































246 动 物 


色 斑 块 状 胸 纹 :; Clade C P, P r. hunanensis 的 胸 纹 是 
RE, WP r styani 的 胸 纹 则 呈 橄 槛 褐色 。 由 此 可 见 ， 
对 棕 人 颈 钓 嘴 鹏 来 说 ， 亚 种 间 的 形态 特征 与 其 地 理 分 
布 和 发 育 关系 并 不 相对 应 。 这 与 在 美国 布莱克 沃 特 
国家 野生 动物 保护 区 (Blackwater National Wildlife 
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差异 在 2% 以 上 (Johns & Avise, 1998); Hebert et 
al(2004) 的 研究 也 表明 ， 鸟 类 中 同 种 个 体 间 COT 基 
因 的 平均 差异 是 0.29%， 而 在 同属 的 种 间 为 7.05%。 
NWA SOME RSA ARKE, Exiles UR HS Zt 
FE UR BUT aT HA LA ik eB Se, 但 支 序 之 间 的 遗 



































Refuge,，NWR) 越 冬 的 来 自 不 同 繁殖 地 的 两 群 雪 鹰 
(Chen caerulescens caerulescens) 一 样 ， 虽然 它们 弄 
态 上 有 明显 的 区 别 , 却 不 存在 遗传 差异 (Humphries 
et al, 2009); 同样 ， 山 椒 鸟 属 (Pericrocotus) 鸟 类 羽 色 
和 体型 相近 的 种 ， 并 不 意味 着 具有 更 近 的 亲缘 关系 
(Jonsson et al, 2010) 的 研究 结果 也 与 本 文 相 似 。 这 暗 
示 着 鸟 类 的 羽 色 变化 较 其 遗传 结构 变化 更 为 容易 ， 
区 域 中 的 种 群 可 能 由 于 环境 压力 或 性 选择 差 
1 分 化 出 不 同 的 羽 色 ， 而 不 同 的 地 理 类 群 又 可 能 
司 进化 形成 近似 的 羽 色 。 因 此 , Be DUIS HN 
变化 对 其 进行 分 类 或 推测 其 亲缘 关系 。 

在 乌 类 中 , 大 多 数 姐 妹 种 的 Cyt b 基因 的 遗传 
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传 差异 在 2.4%~3.6%Z lil, 远 小 于 同 外 群 的 平均 种 
间 差 异 (9.0%)。 同 时 ,3 种 方法 构建 的 系统 发 育 树 均 
Te x Hift AK SK EU HIS SR FY TE ESOS APS, ZI 
将 Px reconditus 划分 到 了 不 同 的 类 群 中 (CladeB 和 
C)。 中 国 科学 院 昆 明 动 物 研 究 所 馆藏 标本 中 ， 云 南 
昭通 和 文山 采 自 同一 地 点 的 已 r reconditus 标本 在 
胸 纹 上 都 存在 橄榄 褐色 与 栗色 两 种 形态 , 这 一 结果 
与 Zink (2004) 指 出 的 传统 亚 种 划分 并 不 能 完全 体现 
物种 内 部 正确 的 遗传 结构 和 地 理 格 局 分 化 的 观点 
相符 。 本 研究 的 结果 暗示 标 颈 钩 跨 岗 各 亚 种 间 的 系 
统 发 育 关系 是 非常 复杂 的 ， 有 必要 进行 更 加 深入 和 
系统 的 分 析 。 
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Abstract: The taxonomic status of Papilio maackii and P. syfanius has long been disputed. We conducted a 


molecular phylogenetic study to evaluate the taxonomic status of P. maackii and P. syfanius. A total of twenty-four P. 


maackii individuals from six localities and sixteen P. syfanius individuals from two localities were analyzed. We 
sequenced the partial region of the CO-I gene (about 579 bp) and partial CO-II gene sequence (about 655bp) of the two 


species. The Kimura-2-Parameter distances among P. maackii and P. syfanius ranged from 0 to 0.6%. Fifteen haplotypes 


were obtained based on the combined data set. The results strongly supported that all P. maackii individuals and all P. 


syfanius individuals formed a large clade, and could not be divided into separated clades. This research indicated that the 


two species have only very recently undergone speciation. 
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中 图 分 类 号 : Q969.451.8; Q349.1; Q951.3 


Butterflies of the Papilio genus are one of the best 
known invertebrate organisms. They are large and 
colorful, and particularly noticeable in their habitats. 
About 210 Papilio species have been documented 
worldwide, with some 27 species recorded in China (Wu, 
2001). This wide-spread distribution has seen many 
Papilio species used as model organisms for studies in 
evolutionary biology, ecology, genetics, and conservation 
biology (Collins & Morris, 1985; Scriber et al, 1995). 

The taxonomic status of several Princeps species, a 
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subgenus of Papilio, has long been disputed. Sometimes 
P. maackii, P. dialis and P. syfanius are treated as 
subspecies of P. bianor (Seitz, 1906), yet morphological 
differences between P. bianor, P. maackii and P. 
syfanius are often regarded as sufficient to treat them as 
These 
characteristics of P. maackii and P. syfanius are as 


separate species. external morphological 
follow: P. maackii agrees with P. bianor in the character 
of sexual marks, but differs somewhat in color. Primaries 


black, thickly powdered with green scales and traversed 
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by a submarginal band formed of paler green scales. 
Secondaries black, costal area suffused with blue, inner 
and median area; submarginal lunulated band bluish 
green, and this color is projected along the third median 
nervule almost to the extremity of the tail, this is a more 
or less complete reddish ring at anal angle, outer margin 
sinuate, fringes white as in P. bianor. P. syfanius is only 
separable from P. bianor by its narrower secondaries, the 
entire absence of bluish color on the costal area and the 
presence of a more or less well-defined pale patch on the 
disc of these wings. This patch is placed at the end of the 
discoidal cell and is separated into three portions by the 
discoidal and upper discocellar nervules. These three 
insects are separated by well-defined and constant 
characteristics. 

The P. maackii populations occur in all over China 
(except in the north-west), Japan, Korea, and Russia, 
while P. syfanius populations occur only in Sichuan, 
Yunnan, and Xizang. The area inhabited by P. syfanius is 
sympatric to the South China distribution of P. maackii. 
The host plants of P. maackii are Rutaceae, but the 
biology of P. syfanius remains unclear (Wu, 2001). 

We examined a large number of these two species 
from different locations in China. We found that the 
white patch of P. syfanius was occasionally indistinct, 
even absent, and that the bluish green band on the P. 
maackii individuals from Southwest China was also 
sometimes absent. Wing markings on P. maackii and P. 
syfanius were similar in Southwest China, where the two 
species were sympatric (Wu, 2001). 

Despite the extensive use of Papilio species in basic 
research, the phylogeny of Papilio remains weak. Recent 
relevant studies have used mitochondrial DNA (mtDNA) 
as molecular markers (Sperling & Harrison, 1994; 
Aubert et al, 1999; Reed & Sperling, 1999; Yagi et al, 
1999; Caterino & Sperling, 1999; Caterino et al, 2001; 
Zakharov et al, 2004a, b; Zhu et al, 2007; Silva-Brandao 
et al, 2008; Wheata & Watt, 2008; Chen et al, 2010), as 
mtDNA is considered useful in phylogenetic studies due 
to its rapid evolution. However, P. maackii and P. 
syfanius were only distinguished by less pairwise 
substitutions (0.15%) based on partial mitochondrial CO- 
I and CO-II gene sequences. The sequences of their CO-I 
and CO-II gene fragments were the same, although 
sequence divergences among these two species and other 
Chinese species of Princeps ranged from 3.6% (P. 
polyctor) to 8.28% (P. demoleus) and sequence 


divergences among them and P. dialis were 4.33% (Zhu 
et al, 2007). These results indicated that P. maackii and P. 
syfanius could be conspecific. 

So, is P. syfanius a synonym species of P. maackii? 
Further evidence was required to answer this question. 
Previous research determined that DNA sequencing of a 
standard gene region of CO-I gene or “DNA barcoding” 
(Hebert et al, 2003) might hold the answer. DNA 
barcoding is helpful in species diagnosis because 
sequence divergences are ordinarily much lower among 
individuals of a species than between closely related 
species (Hebert et al, 2003, 2004a, b; Avise & Walker, 
1999). To provide further proof, we sequenced the 
standard gene region of the CO-I gene or “DNA bar 
coding” and partial CO-II gene sequence of the two 
species. We focused on and attempted to evaluate the 
taxonomic status of P. maackii and P. syfanius. 


1 Materials and Methods 


1.1 Insects 

We obtained twenty-four adult individuals of P. 
maackii from six localities in China and sixteen adult 
individuals of P. syfanius from two localities in South 
China, where the two species were sympatric (Fig. 1; 
Tab. 1). These specimens included both fresh and 
papered specimens. The sample of P. bianor was 
obtained for use as an out-group. Specimens were either 
collected by us or donated by colleagues. Sequences 
from all specimens were available from GenBank (Tab. 
1). 
1.2 DNA extraction 

Tissue samples were comprised of two legs 
removed from one side of the thorax to preserve both the 
taxonomic and aesthetic values of the specimens. 
Voucher labels were attached to all sampled specimens. 
Excised legs from dried materials were rehydrated in 
buffer consisting of 5 mmol/L of Tris-HCl, 25 mmol/L 
of NaCl, pH 8.0, 25 of mmol/L EDTA, and 0.1% SDS 
(Zimmermann et al, 2000) for at least 48 h. A total of 5 
uL uL of 20 mg/mL Proteinase K enzyme digester was 
added, and samples were incubated at 55°C overnight. 
Total DNA was extracted sequentially with phenol, 
phenol/chloroform (1/1) and chloroform and then 
precipitated with ethanol. The resultant DNA was 
dissolved in 30 uL ul of double-distilled HO. 
1.3 Amplification and sequencing of DNA 

Total DNAs were used as templates for amplifications 
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Fig. 1 Distribution of sampling sites in China 
The inset shows the collection localities of Papilio maackii (black circles), P. syfanius (white circles), and both species (gray circles). Letters refer to 


populations given in Tab. 1. 


of the partial CO-I gene (about 579bp) and CO-II gene 
(about 655bp) by polymerase chain reaction (PCR). 
These sequences were amplified by the following primer 
pairs for Lepidoptera: LEP-F1, 5-ATTCAACCAATCA 
TAAAATAT-3'; LEP-RI, S-TAAACTTCTGATGTCC 
AAAAA-3' for the COI gene (Hebert et al, 2004a) and 
PATRICK, 5'-CTAATAT GGCAGATTATATGTATTG 
GA-3'; EVA, S-GAGACCATTACTTGCTTTCAGTCA 
CT-3'for the COII gene (Caterino & Sperling, 1999). 

All PCR mixes had a total volume of 50 uL and 
contained 10 mmol/L of Tris-HCl (pH 8.3), 50 mmol/L 
of KCl, 1.5 mmol/L MgCb, 100 umol/L of dNTPs, 
10—50 ng (1—5uL) of genomic DNA, and 1 U TagDNA 
polymerase. The thermocycling profile consisted of one 
cycle of 1 min at 94?C, 6 cycles of 1 min at 94?C, 1 min 
and 30 sec at 48?C, and 1 min and 15 sec at 72?C, 
followed by 36 cycles of 1 min at 94?C, 1 min and 30 sec 
at 52?C, and 1 min and 15 sec at 72?C, and a final step of 
5 min at 72?C. The PCR products were electrophoresed 
in 1.0% TBE agarose gels, stained with ethidium bromide, 
and visualized under UV light. The PCR products were 
cleaned using the V-Gene DNA Gel Extraction Kit. The 
same primers for PCR were used for sequencing. 
Sequences were analyzed on an ABI 3730 automated 
sequencer. 

1.4 Phylogenetic analysis 
The sequence data were aligned with CLUSTALX 


(Thompson et al, 1997) and by eye. All variable 
characters, parsimony-informative characters, and the 
Tis/TVs were estimated from pairwise comparisons of 
sequences with Mega Version 2.1 based on Kimura-2- 
Parameter (Kumar et al, 2001). The ML analyses were 
performed using the equally weighted sequence data with 
standard settings with PAUP* Version 4.0b10 (Swofford, 
1998). The GTR+G+I model was calculated by 
Modeltest 3.06 (Posada & Crandall, 1998). The statistical 
confidence for each clade was determined using the 
bootstrap test based on 100 replicates for ML using 
PAUP". MrBayes 3.04b (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) 
was used for the Bayesian estimation of phylogeny. The 
GTR+I+G model was used for Bayesian inference. An 
initial run was performed to determine the burn-in value, 
which was used in further analyses to exclude all trees 
prior to the stable log likelihood estimate. Searches were 
conducted with four simultaneous Markov Chains over 
two million generations, sampling every 100 generations. 
To estimate the posterior probabilities of recovered 
branches, the 50% majority rule was applied. To ensure 
that Bayesian inference was not trapped in local optima, 
the analysis was performed three times, starting from 
different random trees. Phylograms were created as 
average-branch length consensus trees in MrBayes and 
visualized with Tree-View 1.6.6 (Page, 1996). Bootstrap 
values were shown above the node. A partition 
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Tab. 1 Specimens, collecting localities and dates, mtDNA haplotypes and the NCBI accession codes for the Papilio mtDNA sequences 

















Species ETENEE Collection mtDNA haplotypes GenBank Accession Number 
date COI+COII Col COII COI gene COII gene 
P. maackiil SL(Lushan, Sichuan) 06.15.06 5 A a JF281155 JF281195 
P. maackii2 AT(Tiantangzhai, Anhui) 06.16.04 3 A a JF281156 JF281196 
P. maackii6 AT(Tiantangzhai, Anhui) 06.16.04 3 A a JF281157 JF281197 
P. maackii7 AT(Tiantangzhai, Anhui) 06.16.04 9 A j JF281158 JF281198 
P. maackiil0 AT(Tiantangzhai, Anhui) 06.16.04 13 A i JF281159 JF281199 
P. maackiil2 BJ(Beijing) 07.21.05 14 F a JF281160 JF281200 
P. maackiilS HB(Balihe, Henan) 07.21.04 1 A e JF281161 JF281201 
P. maackiil6 HB(Balihe, Henan) 07.21.04 2 A b JF281162 JF281202 
P. maackii9l GX(Xishui, Guizhou) 08.28.05 5 A f JF281163 JF281203 
P. maackii92 GX(Xishui, Guizhou) 08.28.05 5 A f JF281164 JF281204 
P. maackiil02 GX(Xishui, Guizhou) 08.28.05 2 A b JF281165 JF281205 
P. maackiil06 GX(Xishui, Guizhou) 08.28.05 1 A e JF281166 JF281206 
P. maackiil33 SL(Lushan, Sichuan) 05.05.05 1 A e JF281167 JF281207 
P. maackiil43 AH(Huangshan, Anhui) 07.05.05 l A Ẹ JF281168 JF281208 
P. maackiil46 AH(Huangshan, Anhui) 07.05.05 1 A e JF281169 JF281209 
P. maackiil48 AH(Huangshan, Anhui) 07.05.05 1 A e JF281170 JF281210 
P. maackii25 SL(Lushan, Sichuan) 06.15.06 3 A a JF281171 JF281211 
P. maackii26 SL(Lushan, Sichuan) 06.15.06 11 C a JF281172 JF281212 
P. maackii27 SL(Lushan, Sichuan) 06.15.06 10 D h JF281173 JF281213 
P. maackii28 SL(Lushan, Sichuan) 06.15.06 1 A e JF281174 JF281214 
P. maackii29 SL(Lushan, Sichuan) 06.15.06 7 A d JF281175 JF281215 
P. maackii30 SL(Lushan, Sichuan) 06.15.06 7 A d JF281176 JF281216 
P. maackii3l SL(Lushan, Sichuan) 06.15.06 3 A JF281177 JF281217 
P. maackii32 SL(Lushan, Sichuan) 06.15.06 2 A b JF281178 JF281218 
P. syfaniusl SL(Lushan, Sichuan) 06.16.06 6 A c JF281219 JF281179 
P. syfanius2 SL(Lushan, Sichuan) 06.12.06 6 A © JF281220 JF281180 
P. syfanius3 SL(Lushan, Sichuan) 06.12.06 2 A b JF281221 JF281181 
P. syfanius4 SL(Lushan, Sichuan) 06.16.06 4 B a JF281222 JF281182 
P. syfanius5 SL(Lushan, Sichuan) 06.16.06 4 B a JF281223 JF281183 
P. syfanius6 SL(Lushan, Sichuan) 06.16.06 3 A a JF281224 JF281184 
P. syfanius7 SL(Lushan, Sichuan) 06.12.06 2 A b JF281225 JF281185 
P. syfanius8 SL(Lushan, Sichuan) 06.12.06 4 B a JF281226 JF281186 
P. syfanius9 SL(Lushan, Sichuan) 06.12.06 12 E a JF281227 JF281187 
P. syfanius10 SL(Lushan, Sichuan) 06.12.06 8 A g JF281228 JF281188 
P. syfaniusll SL(Lushan, Sichuan) 06.14.06 2 A b JF281229 JF281189 
P. syfaniusl2 SL(Lushan, Sichuan) 06.14.06 2 A b JF281230 JF281190 
P. syfanius13 SL(Lushan, Sichuan) 06.15.06 2 A b JF281231 JF281191 
P. syfanius14 SL(Lushan, Sichuan) 06.15.06 4 B a JF281234 JF281192 
P. syfanius15 SL(Lushan, Sichuan) 06.14.06 4 B a JF281232 JF281193 
P. syfaniusl6 YK(Kunming, Yunnan) 06.16.04 15 A k JF281233 JF281194 
homogeneity test was carried out in PAUP* to determine 2 Results 


if significantly different signals were being generated by 
the CO-I and CO-II fragments. To further resolve 
relationships within major haplotype clusters, a statistical 
parsimony approach was employed (Templeton et al, 
1992), which was carried out using computer program 
TCS 1.18 (Clement et al, 2000). 


Sequences used to generate phylogeny represented 
about 7.796 of the insect mitochondrial molecule. Of the 
1234 characters (579bp of COI and 655bp of CO II) in 
the data matrix, nineteen (1.54%) were variable and eight 
(0.65%) were parsimony informative. The partition 
homogeneity test showed no significant incongruence 
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between phylogenetic signals from CO-I and CO-II 
fragments (P=0.38). The average transition/transversion 
ratio was calculated as 4.8. The Kimura-2-Parameter 
distances among P. maackii and P. syfanius ranged from 
0 to 0.6%, with an overall average of 0.2%. 

These sequences produced a combined data set of 
fifteen haplotypes (Tab. 1). Haplotypes 2 and 3 were 
shared by the two species. This was particularly true for 
the haplotypes produced by the CO-I gene and CO-II 
gene region data (Tab. 1). The CO-I region data included 
six unique haplotypes, and the CO-II region data 
included eleven haplotypes. Haplotypes A of the CO-I 
region and haplotypes A and B of the CO-I region were 
shared by P. maackii and P. syfanius. In both the 
parsimony and Bayesian analyses, P. bianor was used as 
the out-group. The Bayesian majority consensus tree for 
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the combined data set is presented in Fig. 2. The ML tree 
had a nearly identical topology to the majority consensus 
tree of the Bayesian inference. Most nodes were 
supported by both methods. Results showed that all P. 
maackii and P. syfanius individuals formed a large clade, 
and could not be divided into separated clades. These 
groups corresponded closely to the distribution of the 
major clades defined by TCS. 

The statistical parsimony analysis of the combined 
data set produced one network, which contained all of 
the haplotypes (Fig. 3.). The networks provided the 
relationships of the haplotypes. Haplotype 2 and 3 were 
central and by far the most numerous in this network 
(Tab. 1). The network was also unable to separate P. 
syfanius from P. maackii. 


P. bianor 
P. maackii 25 
P. syfanius 6 
P. maackii 6 
P. maackii 26 
P. maackii 31 
P. maackii 2 
P. maackii 1 
P. maackii 10 
P. maackii 12 
P. syfanius 16 
P. maackii 32 
P. maackii 102 
P. syfanius 7 
P. syfanius 13 
P. syfanius 3 
P. maackii 16 
P. syfanius 11 
P. syfanius 12 
P. maackii 33 
P. maackii 48 
P. maackii 46 
P. maackii 15 
62 P. maackii 28 
P. maackii 106 
P. maackii 143 
P. maackii 7 
P. maackii 27 
98 P. maackii 30 
P. maackii 29 
100 P. maackii 91 
P. maackii 92 
P. syfanius 14 
P. syfanius 8 
79 P. syfanius 5 
P. syfanius 15 
P. syfanius 4 
P. syfanius 9 
93 P. syfanius 1 
P. syfanius 10 
P. syfanius 2 


Fig. 2 Bayesian majority consensus tree of Papilio maackii and P. syfanius based on sequences of CO-I (579 bp) and CO-II (655 bp) 


Above the branches are bootstrap values. 
3 Discussion 


We examined the phylogeny derived from 
concatenated CO-I and CO-II gene fragments of P. 
maackii and P. syfanius from China, and provided an 
insight into their taxonomic status. 


The taxonomic status of P. maackii and P. syfanius 
has long been disputed. DNA barcoding can be helpful in 
species diagnosis because sequence divergences are 
ordinarily much lower among individuals of a species 
than between closely related species (Hebert et al, 2003, 
2004a, b; Avise & Walker, 1999). For example, con- 
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Fig. 3 Statistical parsimony network of haplotypes of Papilio 
maackii (black circles), P. syfanius (white circles), and 
both species (gray circles) 

Solid lines connecting each pair of haplotypes represent a single mutational 
event, regardless of their length. Small circles represent missing or theoretical 


haplotypes. The codes of haplotypes are presented in accordance to Tab. 1. 


generic moth species show an average 
in the CO-I gene, 
divergences among con-specific individuals averages 


sequence 
divergence of 6.5% whereas 
only 0.25% (Moore, 1995). Similar values were obtained 
in birds, with intra-specific divergences at CO-I averaging 
0.27%, whereas congener divergences averaged 7.93% 
(Hebert et al, 2003, 2004a, b; Avise & Walker, 1999). 
Princeps divergences we obtained previously ranged 
from 3.6% to 8.28% (Zhu et al, 2007). To provide further 
proof, we sequenced partial CO-II gene sequences of the 
two species. Based on previous studies of butterflies, 
con-generic species show an average sequence 
divergence of 4% in CO-II gene (Sperling et al, 1996; 
Wang et al, 2004), whereas divergences among con- 
specific individuals average 1%-2% (Sperling & Hickey, 
1994). We sequenced the standard gene region of the 
CO-I gene (about 579bp), known as “DNA barcoding”, 
and the partial CO-II gene sequence (about 655bp) of the 
two species. 

Following Mayr’s (1963) biological species concept, 
it is generally assumed that species must be monophyletic 
entities (Harrison, 1998). However, as shown by Pamilo 
& Nei (1988) and summarized by Wahlberg et al (2003) 
and Funk & Omland (2003) both polyphyly and 
paraphyly may arise during the speciation process. 
Although what constitutes a species is a subject of 
intense debate, there is a general agreement that species 
are segments of evolutionary lineages (de Queiroz, 1998). 


Our results indicated that sequence divergence 
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Genetic differentiations between randomly and selectively 
bred pig populations in Yunnan, China E 
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Abstract: To assess the genetic diversity between randomly and selectively bred populations, we sequenced 438 bp 
of the mitochondrial DNA control region from 102 pigs. These samples represented four native pig breeds, one nucleus 
and one conservation herd from Yunnan, China. Twenty haplotypes with sixteen polymorphic sites were identified. The 
number of haplotypes in the nucleus herd of Saba pig and the conservation herd of Banna miniature pig were restricted to 
three and one, respectively, while the randomly bred pig populations exhibited over six haplotypes. Notably, haplotype 
diversity in randomly bred populations was significantly greater than the selectively bred populations (A=0.732 vs. 0.425 
and 0, exact test, P<0.0036). These findings demonstrate that selective breeding generated low genetic diversity 
compared to randomly bred pig breeds. A timely intervention and well programmed breeding approach would stop further 
genetic diversity reduction in the nucleus and conservation herds of native pig breeds. Otherwise, selective breeding 
would dramatically reduce genetic diversity in only several years, indicating that sharp contradictions exist between 
breeding, conservation and genetic diversity. Genetic relationships are discussed based on net genetic distances among pig 
populations. 


Key words: Yunnan pig breeds; Genetic diversity; Randomly bred population; Selectively bred population 


云南 地 方 猪 种 随机 群体 与 选 育 群 的 遗传 差异 


$S3p 29 SHA X S iA EKA $, Mumtaz Baig®, KEP 02^ 


(1. 中 国 科 学 院 昆明 动物 研究 所 云南 省 冀 禽 分 子 生物 学 重点 实验 室 , 分 子 进化 与 基因 组 多 样 性 实验 室 , 云南 昆明 650223; 2. 云南 大 学 生物 资源 
保护 与 利 实验 室 , 云南 昆明 650091; 3. 云南 省 草地 动物 科学 研究 院 , 云南 昆明 650212; 4. 中 国 科学 院 植物 研究 所 , 云南 昆明 650204; 
5. 云南 农业 大 学 动物 科技 学 院 , 云南 昆明 650201; 6. Department of Zoology, Govt Vidarbha Institute of Science and Humanities, Amravati 444604, India) 


摘要 : 为 估计 随机 群体 与 选 育 群 间 的 遗传 差异 , 测定 了 云南 地 方 猪 种 102 个 个 体 438 bp 的 线粒体 DNA D- 
loop Hr Bt, 涉及 4 个 随机 群体 、1 个 保 种 群 和 1 个 核心 群 。 检 测 的 16 个 多 态 位 点 界定 了 20 个 单 倍 型 , 撒 坝 猪 核心 
a ion 的 单 倍 型 数量 仅 为 3 个 和 AS, 而 4 个 随机 群体 的 单 倍 型 数量 都 在 6 个 以 上 , 4 个 随机 群体 
的 单 倍 型 多 态度 极 显著 高 于 这 两 个 选 育 群 (h=0.732 对 0.425 和 0.000, exact test, P<0.0036). £t RAM, 选 育 会 导致 
遗传 多 样 性 过 低 , 尽管 在 随机 群体 中 有 较 高 的 遗传 多 样 性 , 基于 此 , 及 早 干 预 和 合理 的 育种 计划 将 会 有 效 地 阻止 核 
心 群 和 选 育 群 的 遗传 多 样 性 下 降 。 和 否则 , 选 育 甚至 会 在 短 短 几 年 内 使 遗传 多 样 性 程度 急剧 下 降 , 表明 育种 、 保 种 与 
遗传 多 样 性 保存 之 间 存 在 着 尖锐 冲突 。 该 文 还 讨论 了 几 个 群体 的 遗传 关系 。 


关键 词 : 云南 猪 种 ; 遗传 多 样 性 ; 随机 群体 ; 选 育 群 
中 图 分 类 号 : S828.8; Q347 ”文献 标志 码 : A ”文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0255-07 
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All mitochondrial DNA (mtDNA) variations 
originate from mutations (Brown et al, 1979; Wallace, 
1995), which makes it ideal for studying genetic 
diversity of wild and domestic animals. Over the years 
mtDNA has become an efficient marker for analyzing 
the genetic relationships and divergence of intra- and 
inter-mammalian populations (Brown et al, 1982; 
Watanabe et al, 1986,1999,2001; Disotell et al, 1992; 
Zhang & Oliver, 1993; Luikart et al, 2001). The genetic 
relationship between wild boar and the domestic pig was 
reported by comparing the mtDNA (Watanabe et al, 
1986, 1999; Giuffra et al, 2000; Okumura et al, 2001). 
The complete mtDNA sequence of the pig (Sus scrofa) 
was published (Ursing & Arnason, 1998). Ancient pig 
mtDNA was amplified and sequenced to clarify its origin 
and transition (Watanabe et al, 2001). Some authors held 
that Chinese pigs were introduced to improve European 
pig breeds during the 18th and early 19th centuries 
(Brown et al, 1982; Jone, 1998; Giuffra et al, 2000; Kijas 
& Anderson, 2001; Kim et al, 2002). Recent finding 
revealed that pigs were domesticated in the Mekong 
region and in the middle and downstream regions of the 
Yangtze River in East Asia (Wu et al, 2007). Although 
genetic diversity is a vital index for species diversity and 
conservation, humans depend on crossbreeding to 
improve the productivity and adaptability of livestock. 
Due to its harsh climate, geographical condition, and 
inconvenient transport, several local pig breeds were 
formed in the Yunnan Province of China (Lian et al, 
2003). To protect and utilize the local pig resources, 
breeders have tried selection and crossbreeding (Lian et 
al, 2003). However, whether genetic diversity in 
maternally inherited mtDNA affects the success or failure 
of selection and conservation after selective breeding for 
some generations remains unclear. Consequently, we 
analyzed 102 pig samples for the 438 bp mtDNA control 
region to study the genetic diversity in randomly and 
selectively bred pig breeds from Yunnan. 


1 Material and Methods 


1.1 Breeding background of native Yunnan pig breeds 

A breeding herd of Saba pigs was established in 
1991 at the Pig Breeding Farm of Chuxiong Prefecture, 
consisting of four boars and twenty sows from Luquan 
County in Yunnan. In 1993, fifteen boars and fifty-five 
sows from Shuangbai County in Yunnan were added to 
the breeding herd. After observation and testing, eight 
boars and thirty-five sows were selected to remain in the 
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breeding herd. In 1996, the nucleus herd was established, 
in which one boar and four sows from Yao’an County 
were introduced. Systematic selective breeding was used 
and high quality animals were selected for repeated 
reproduction. The nucleus herd was opened periodically. 
Random mating and organized mating were equally 
practiced. A sow yielded for every generation annually 
(Lian et al, 2003). Similarly, in the conservation herd of 
Banna miniature pigs from the Pig Breeding Farm of 
Xishuangbanna Prefecture, eight boars and forty sows 
were introduced from the remote countryside in 1987. A 
proportion of the population was moved to Yunnan 
Agricultural University of Kunming in 1990 as part of a 
conservation program. Systematic breeding was also 
conducted on the Banna miniature pig. The herd was 
closed after the base population was grouped, and 
randomly mating was practiced, with the exception of sib 
mating. Closed herd breeding was subsequently carried 
out (Lian et al, 2003). The initial base population of the 
Baoshan pigs consisted of three boars and forty-seven 
sows brought from mountainous villages of Shidian 
County in Baoshan Prefecture. In 2001, six boars and 
thirty-seven sows were introduced from Longyang 
District, Shidian County, and Changning County to join 
the base population. The nucleus herd was opened 
periodically (Lian, 2005) and an open nucleus breeding 
system was also applied to the Baoshan pigs. High 
quality animals were retained and used to reproduce 
repeatedly. 

Randomly bred populations were comprised of 
native pig breeds from the remote countryside. These 
included Saba pigs from Lufeng County, Diging Tibetan 
pigs from Zhongdian County, and Banna miniature pigs 
from Xishuangbanna Prefecture (Fig. 1). 

1.2 DNA isolation, PCR amplification and automated 

DNA sequencing 

Blood or muscle tissue samples were collected from 
pigs from different regions of Yunnan Province (Fig. 1). 
We randomly sampled inter-families, and focused on 
morphological characteristics to exclude hybrids. The 
DNA was isolated and purified (Huang et al, 1999), and 
20-50 ng genomic DNA was used as a template for 
polymerase chain reaction (PCR) amplification of the 
mtDNA control region. The primers mitL99 (5'- 
'3°OCCAAAGCTGAAATTICTAAA-3') and mitH451 
(5-P*?GGTGAGATGGCCCTGAAGTAAG-3) were 
designed (Takeda et al, 1995) using a reference sequence 
of Sus scrofa (Accession nos. AF304201). 
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Fig. 1 Map of Yunnan, China, showing sampled 
prefectures/counties 


The PCR amplifications were performed in 50 uL 
of 2.5 mmol/L of MgCl», 200 umol/L of each dNTPs, 1 
umol/L of each primer, and 0.25 U of Tag polymerase. 
Amplification was carried out using 35 cycles of 
denaturation for 3 min at 95 °C and extended by 1 min at 
94 °C. Annealing was done for 1 min at 60 °C, followed 
by 1 min at 72 °C, and a final extension of 5 minutes at 
72 °C. The PCR products were purified using spin 
columns (Watson BioTechnologies Inc., Shanghai). 
Purified amplicons were sequenced directly for both the 
DNA strands using the ABI PRISM BigDye™ Terminator 
(Applied 
Biosystems, CA USA). The resulting raw sequences 
were checked using DNAStar 5.0 (DNAStar Inc., 
Madison, WI) and submitted to GenBank (Accession 


Cycler Sequencing Ready Reaction Kit 


numbers: AY178254—AY 178265, AY 178267~A Y 178274). 


Polymorphic sites and haplotypes were determined using 
MEGA software, Version 2.1 (Kumar et al, 2001) and 
DNASP software, Version 3.00 (Rozas & Rozas, 1999). 
Population diversity, population differentiation and exact 
test were performed using Arlequin Version 2.00 
(Schneider et al, 2000). Nucleotide diversity and net 
genetic distance for inter- and intra-populations were 
computed using DNASP, Version 3.00 (Rozas & Rozas, 
1999). A neighbor-joining tree was constructed by the 
net genetic distance matrix among populations using 
MEGA software, Version 2.1 (Kumar et al, 2001), under 
the Kimura 2-parameter substitution model. 


2 Results 


2.1 Genetic diversity of Yunnan pig breeds 
Four hundred and thirty-eight base pairs of mtDNA 


control region were identified by comparison with the 
control region of Sus scrofa, GenBank (Accession nos. 
AF304201). 
polymorphism sites (Tab. 1 and Tab. 2), were detected, 


Twenty haplotypes, including sixteen 
of which five were singleton polymorphic sites and 
Fifteen 


transition and two transversion substitutions were 


eleven were parsimony informative sites. 
identified. No deletion/insertion was found in the entire 
102 sequence dataset. Haplotype H23 was dominant 
(83.3%) in both the conservation herd of Banna 
miniature pig and the nucleus herd of Saba pig. The same 
maximum haplotype was shared (40.20%) in the samples. 
There were seven haplotypes (H3, H6, H7, H8, H16, 
H18, and H21) with single occurrence (0.98%). Some 
specific haplotypes, such as H7 in Baoshan pigs, and H8 
and H13 in Diqing Tibetan pigs, were also found. Further, 
haplotypes H16, H17, H18, and H19 and H3 and H4 
were found in the randomly bred Banna miniature pig 
population and the Saba pig population, respectively. 
Two more haplotypes (H21 and H22) were restricted 
exclusively to the nucleus herd of Saba pig (Tab. 2). The 
numbers of haplotypes in the conservation herd of Banna 
miniature pig and nucleus herd of Saba pig were one and 
three, respectively. The number of haplotypes found in 
the randomly bred populations ranged from six to ten. 
Haplotype diversity (h) and nucleotide diversity (x) in 
the randomly bred populations were significantly higher 
than the selectively bred populations (P<0.01) (Tab. 3). 
2.2 Genetic relationship among six pig populations 

Nucleotide diversity and net genetic distance 
between inter- and intra-populations are shown in Tab. 4. 
A neighbor-joining tree constructed by net genetic 
distances demonstrated the genetic relationship among 
the six pig populations. The nucleus herd of Saba pig and 
the conservation herd of Banna miniature pig initially 
clustered together; then they clustered with randomly 
bred population of Saba pig and Baoshan pig. All these 
pigs had similar morphological and physiological 
characteristics and belonged to Southwest-type of 
Chinese pig breeds (Lian et al, 2003). There was, 
however, very distinct genetic distance between the 
randomly bred Banna miniature pig population and the 
other populations (Fig. 2). 


3 Discussion 


The evolution rate of the mitochondrial DNA 
control region is several times higher than those of other 
mtDNA regions and nuclear genes. Because of this, the 








258 Zoological Research Vol. 32 
Tab. 1 The sixteen polymorphic sites of mitochondrial DNA control region 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
E 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
3 4 5 5 5 5 6 6 6 6 jJ 7 7 7 7 7 
9 1 2 5 6 8 1 1 4 7 5 3 5 7 7 8 
3 8 7 0 1 3 0 7 8 5 7 8 9 4 6 J 
H5 G T G C T C C G C T A A T C G A 
H10 T T C T 
H23 T T 
H6 T T C 
H14 T T T 
H11 T 
H9 A T 
H20 T T E T 
H7 
H12 V T T 
H8 T C 
H13 T T T G T 
H22 T T 
H21 C T G T 
H4 T C T 
H3 T A T 
H19 A C T 
H17 T T T C T 
H16 C T 
H18 A T 
H for haplotype. *.' denotes similar nucleotide base with reference to the reference sequence H5. 
Tab. 2 Distribution of haplotypes in the pig populations 
Haplotype Baoshan Piging Randomly bred | Nucleus $us of Randomly bied population of Conservation herd ol Bs 
pig Tibetan pig population of Saba pig Saba pig Banna miniature pig Banna miniature pig 
H5 2 — 1 一 一 一 3(2.94) 
H10 1 3 1 — — — 5(4.90) 
H23 6 2 11 12 2 8 41(40.20) 
H6 1 — — — — — 1(0.98) 
H14 3 2 1 — — — 6(5.88) 
H11 2 1 — — — 一 3(2.94) 
H9 1 1 — — — — 2(1.96) 
H20 1 3 3 一 3 一 10(9.80) 
H7 1 一 一 一 一 一 1(0.98) 
H12 1 1 一 一 一 一 2(1.96) 
H8 一 1 一 一 一 一 1(0.98) 
H13 — 2 — — — — 2(1.96) 
H22 一 一 一 3 一 一 3(2.94) 
H21 一 一 一 1 一 一 1(0.98) 
H4 一 一 7 一 一 一 7(6.86) 
H3 一 一 一 一 一 1(0.98) 
H19 — — — — 9 一 9(8.82) 
H17 — — — — 2 — 2(1.96) 
H16 — — — — 1 一 1(0.98) 
H18 — — — — 1 — 1(0.98) 
Sum 10 9 7 3 6 1 20 


Number of animal sharing haplotypes and their frequencies is depicted in brackets. The bottom line shows haplotype found per population. 
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Tab. 3 The diversity indices in the six pig populations from Yunnan 
Breeds Haplotype diversity (/1) Nucleotide diversity (x) 
Baoshan pig 0.883:0.056 0.00390+0.00523 
Diging Tibetan pig 0.925+0.039" 0.00518+0.00482 
Randomly bred population of Saba pig 0.73720.065" 0.002972:0.00423 
Nucleus herd of Saba pig 0.425+0.133 0.00205+0.00275 
Randomly bred population of Banna miniature pig 0.732+0.096" 0.005952:0.00398 
Conservation herd of Banna miniature pig 0.000+0.000 0.00000+0.00000 


**denotes highly significant level (P<0.01). 


Tab. 4 Estimates of interpopulational (dxy), intrapopulational (dx or dy), and net nucleotide diversity (dA) among the six 


pig populations in Yunnan 





ds Baoshan Digqing Nucleus herd of Randomly bred population of Conservation herd of Randomly bred population of 
pig Tibetan pig Saba pig Banna miniature pig Banna miniature pig Banna miniature pig 

Baoshan pig 0.390 0.497 0.315 0.369 0.228 0.687 
Diqing Tibetan pig 0.043 0.518 0.469 0.468 0.371 0.785 
Nucleus herd of Saba pig 0.018 0.108 0.205 0.284 0.114 0.660 
Randomly bred 

population of Banna 0.026 0.061 0.033 0.297 0.174 0.665 

miniature pig 
Conservation herd of 

: 0.033 0.112 0.011 0.025 0.000 0.545 

Banna miniature pig 
Randomly bred 

population of Banna 0.194 0.228 0.259 0.219 0.248 0.595 

miniature pig 





All values were multiplied by 100. The figures on the diagonal refer to dx or dy, those above the diagonal represent dxy, and those below the diagonal represent 


the values of dA=dxy—(dx+dy)/2 (Nei, 1987). 








Fig. 2 N-J tree constructed by net genetic distances among 
the six populations 


S-B for nucleus herd of Saba pig, M-B for conservation herd of Banna 
Miniature pig, S-N for randomly bred population of Saba pig, BS for 
Baoshan pig, DZ for Diqing Tibetan pig, M-N for randomly bred population 


of Banna Miniature pig. The numbers represent branch length. 


D-loop region has been used extensively to study 
relationships among populations (Brown et al, 1979; 
Watanabe et al, 1986, 1999; Lin et al, 1999; Giuffra et al, 
2000; Luikart et al, 2001). The sequences of 438 bp of 
the mtDNA control region in 102 pigs revealed twenty 
haplotypes with sixteen polymorphic sites. The number 
of haplotypes in Baoshan pig and Diqing Tibetan pig, 
and randomly bred Saba and Banna miniature pigs were 
10, 9, 7, and 6, respectively (Tab. 2). Similarly, the 
number of haplotypes in the nucleus herd of Saba pig 


and the conservation herd of Banna miniature pig were 
confined to three and one (h=0.732 via 0.425 and zero), 
respectively. Low haplotype diversity indicated that 
long-term intensive breeding has significantly reduced 
diversity in the selectively bred pig populations (exact 
test, P<0.0036). It was suggested that randomly bred 
populations possessed high diversity. But the population 
differentiation between the nucleus herd of Saba pig and 
the conservation herd of Banna miniature pig was not 
significant (P—0.688). Historically, pig breed resources 
in Yunnan Province were formed due to the wider fields, 
greatly different climates and people's living customs 
(Lian et al, 2003). Over the years geographical, climatic, 
and cultural factors have restricted the gene flow 
between pig populations and resulted in the inheritance 
of few selected variable sites (or haplotypes) in 
subsequent generations. Compared to the nucleus herd of 
Saba pig, gene flow has been restricted in the base 
population of Baoshan pig. This is mainly due to the 
grouping of the Baoshan pig for breeding in 1998 and 
sampling in 1999, which led to the fixation of many 
extant haplotypes in the region. After seven years of 
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selection, some lineages were eliminated after only a few 
generations of breeding in the nucleus herd of Saba pig, 


which led to the loss of some haplotypes before breeding. 


Moreover, during the fifteen-year conservation program 
of Banna miniature pig, haplotype diversity has reduced 
to a single lineage (Lian et al, 2003). Haplotype diversity 
in the nucleus herd of Saba pig was 0.425, significantly 
lower than the lowest haplotype diversity (0.732) found 
in the randomly bred population (Tab. 3) (exact test, of 
P«0.01). Furthermore the Diqing Tibetan pig exhibited a 
haplotype diversity of 0.925, double that found in the 
nucleus herd of Saba pig. Compared to the four 
randomly bred populations, nucleotide diversity was 
similar for the conservation and nucleus herds and fell in 
the range of 0.00205-0.00595 (Tab. 3). Our results 
clearly suggest that human induced factors have 
generated great differences in diversity among native pig 
breeds. Our study also reinforces the finding that 
population fragmentation and captive breeding greatly 
reduces diversity, as reported in blue chaffinch, Hector’s 
dolphin, cheetah, and sea otter (Menotti-Raymond & 
O’Brien, 1993; Pestano et al, 2000; Pichler & Baker, 
2000; Freeman et al, 2001; Larson et al, 2002; Yildiz et 
al, 2002). 

It is interesting to note that two bred populations 
(the nucleus herd of Saba pig and the conservation herd 
of Banna miniature pig) were initially clustered together 
in the N-J tree. We concluded the reasons were: (1) It 
was possible that mitochondrial haplotypes were linked 
with or related to some husbandry economic traits (Bell 
et al, 1985; Toelle et al, 1986; Brown et al, 1988; 1989), 
and the two pig populations may act to increase genetic 
homogeneity by paying more attention to litter size 
improvement for undertaking breeding programmes 
(Lian et al, 2003) and keeping captive populations (Nei, 
1987; Menotti-Raymand & O’Brien, 1993; Freeman et al, 
2001). Litter size improvement was mainly emphasized 
in the early period of selection and grouping (Lian et al, 
2003) and dams possessing high litter size were selected 
and kept. At the same time, maternally inherited 
mitochondrion and special haplotypes were reasonably 
fixed in the populations and the frequency of special 
haplotypes effect. The 
populations that first grouped and were selected 


increased. (2) Founder 


accommodated a wider haplotype-pool, such as observed 
in the Baoshan pigs. Consequently, we traced the 
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frequency fluctuation after generations. 


Furthermore, dams possessing high litter size kept the 


some 


same haplotypes as their mother and grandmother, and 
the haplotypes were inclined to simplification. Saba and 
Baoshan pigs, which belong to the Southwest type of 
Chinese pig breeds according to morphological and 
physiological characteristics, clustered together with the 
bred populations. We concluded that gene exchange with 
the Diqing Tibetan pig during their formation had 
occurred because of sharing four haplotypes (Data not 
shown). The Banna miniature pig was located furthest 
away in the southern area of Yunnan Province, and also 
showed the furthest relationship with other Yunnan 
native pig breeds. The neighbor-joining tree showed that 
the relationship between Yunnan native pig breeds was 
consistent with their geographical distribution and 
physiological characteristics. 

In regards to domestic animal breeding programs, 
farmers have pursued genotype homozygosity to obtain 
expected heterosis. Meeting some productive 
requirements, however, comes at the cost of diversity. A 
possible link between mitochondrial haplotypes with 
some economic traits in animal husbandry couldn’t be 
excluded (Bell et al, 1985; Brown et al, 1988,1989; 
Mannen et al, 1998,2003). Improvement in litter size was 
emphasized in early selection and grouping, with higher 
litter size sows selected and kept (Lian et al, 2003). 
Mitochondrial haplotypes inherited maternally to the 
next generation undergo expansion in the offspring easily. 
So, timely intervention and well programmed breeding 
approaches can stop further reduction in the genetic 
diversity of nucleus and conservation herds of native pig 
breeds. Hence, animals that were first grouped and 
selected overlaid more haplotypes. The Baoshan pig 
exhibited a similar pattern, and hence it became 
necessary to estimate haplotype frequency after only a 
few generations of breeding. Taking into account the 
single genetic marker, probing by Y-chromosomal and 
autosomal markers in the future will clarify the genetic 
differentiation associated with native pig breeds of 
Yunnan. 


Acknowledgments: We thank Dr LIU Jin-Xian and 
Mr. SHAO Zhi-Yong for the discussion and GOU Shi- 
Kang, WU Shi-Fang, ZHU Chun-Ling, and ZHANG Li 
for technical assistance. 


No. 3 QU Kai-Xing et al: Genetic differentiations between random and selectively breeding pig populations in Yunnan, China 261 


References: 


Bell BR, McDaniel BT, Robison OW. 1985. Effects of cytoplasmic in 
heritance on production traits of dairy cattle [J]. J Dairy Sci, 68: 
2038-2051. 

Brown DR, DeNise SK, McDaniel RG. 1988. Mitochondrial respiratory 
metabolism and performance of cattle [J]. J Anim Sci, 66: 1347- 
1354. 

Brown DR, Keohler CM, Lindberg GL, Freeman AE, Mayfield JE, 
Myers AM, Schutz MM, Beitz DC. 1989. Molecular analysis of 
cytoplasmic genetic variation in Holstein cows [J]. J Anim Sci, 67: 
1926-1932. 

Brown WM, George MJ, Wilson AC. 1979. Rapid evolution of animal 
mitochondrial DNA [J]. Proc Natl Acad Sci USA, 76: 1967-1971. 

Brown WM, Prager EM, Wang A, Wilson AC. 1982. Mitochondrial 
DNA sequence of primates: Tempo and mode of evolution [J]. J 
Mol Evol, 18: 225-239. 

Disotell TR, Honeycutt RL, Ruvolo M. 1992. Mitochondrial DNA 
phylogeny of the old-world monkey tribe Papionini [J]. Mol Biol 
Evol, 9: 1-13. 

Freeman AR, MacHugh DE, McKeown S, Walzer C, McConnell DJ, 
Bradley DG. 2001. Sequence variation in mitochondrial DNA 
control region of African cheetahs (Acinonyx jubatus) [J]. Heredity, 
86: 355-362. 

Giuffra E, Kijas JMH, Amarger V, Carlborg O, Jeon JT, Andersson L. 
2000. The origin of the domestic pig: Independent domestication 
and subsequent introgression [J]. Genetics, 154: 1785-1791. 

Huang YF, Shi XW, Zhang YP. 1999. Mitochondial genetic variation in 
Chinese pigs and wild boars [J]. Biochem Genet, 37: 335-343. 

Jone GF. 1998. Genetic aspects of domestication, common breeds and 
their origin [M]// Ruvinsky A, Rothschild MF. The Genetics of the 
Pig. Oxon, UK: CAB International, 17-50. 

Kijas JMH, Anderson L. 2001. A phylogenetic study of the origin of the 
domestic pig estimated from the near-complete mtDNA genome 
[J]. J Mol Evol, 52: 302-308. 

Kim KI, Lee JH, Li K, Zhang YP, Lee SS, Gongora J, Moran C. 2002. 
Phylogenetic relationships of Asian and European pig breeds 
determined by mitochondrial DNA  D-loop 
polymorphism [J]. Anim Genet, 33: 19-25. 

Kumar S, Tamura K, Jakobsen IB, Nei M. 2001. MEGA2: Molecular 
evolutionary genetics analysis [J]. Bioinformatics, 17: 1244-1245. 

Larson S, Jameson R, Etnier M, Fleming M, Bentzen P. 2002. Loss of 
genetic diversity in sea otters (Enhydra lutris) associated with the 
fur trade of the 18th and 19th centuries [J]. Mol Ecol, 11: 1899- 
1903. 

Lian LS. 2005. Baoshan pig: Protection and utilization of Yunnan 
native pig breeds [J]. Anim Sci Vet Med, 22(9): 72-73. DÆK. 
2005. 云 南 地 方 猪 种 保护 与 利 保山 猪 . 动物 科学 与 动 
物 医 学 , 22(9): 72-73.] 

Lian LS, Xu BM, Lu SX. 2003. Genetic Diversity and Sustainable 
Utilization of Yunnan Native Pig Breeds [M]. Kunming: Yunnan 
Science and Technological Press. [ 连 林 生 , 徐 宝 明 , 鲁 绍 雄 . 2003. 
云南 土著 猪 种 遗传 多 样 性 及 其 可 持续 利用 [M]. 昆明 : 云南 科 
技 出 版 社 .] 

Lin CS, Sun YL, Liu CY, Yang PC, Chang LC, Cheng IC, Mao SJ, 
Huang MC. 1999. Complete nucleotide sequence of pig (Sus 


sequence 


T 
























































scrofa) mitochondrial genome and dating evolutionary divergence 


within artiodactyls [J]. Gene, 236: 107-114. 

Luikart G, Gielly L, Excoffier L, Vigne JD, Bouvet J, Taberlet P. 2001. 
Multiple maternal origins and weak phylogeographic structure in 
domestic goats [J]. Proc Natl Acad Sci USA, 98: 5927-5932. 

Mannen H, Kojima T, Oyama K, Mukai F, Ishida T, Tsuji S. 1998. 
Effect of mitochondrial DNA variation on carcass traits of 
Japanese Black cattle [J]. J Anim Sci, 76: 36-41. 

Mannen H, Morimoto ML, Oyamat K, Mukai F, Tsuji S. 2003. 
Identification of mitochondrial DNA substitutions related to meat 
quality of Japanese Black cattle [J]. J Anim Sci, 81: 68-73. 

Menotti-Raymond M, O'Brien SJ. 1993. Dating the genetic bottleneck 
of the African cheetah [J]. Proc Natl Acad Sci USA, 90: 3172-3176. 

Nei M. 1987. Molecular Evolutionary Genetics [M]. New York: 
Colombia University Press. 

Okumura N, Kurosawa Y, Kobayashi E, Watanabe T, Ishiguro N, Yasue 
H, Mitsuhashi T. 2001. Genetic relationship amongst the major 
non-coding regions of mitochondrial DNAs in wild boars and 
several breeds of domesticated pigs [J]. Anim Genet, 32: 139-147. 

Pestano J, Brown RP, Rodriguez F, Moreno A. 2000. Mitochondrial 
DNA control region diversity in the endangered blue chaffinch, 
Fringilla teydea [J]. Mol Ecol, 9: 1421-1425. 

Pichler FB, Baker CS. 2000. Loss of genetic diversity in the endemic 
Hector's dolphin due to fisheries-related mortality [J]. Proc R Soc 
Lond: B Biol Sci, 267: 97-102. 

Rozas F, Rozas R. 1999. DnaSP version 3.0: an integrated program for 
molecular population genetics and molecular evolution analysis 
[J]. Bioinformatics 15: 174-175. 

Schneider S, Roessli D, Excoffier L. 2000. Arlequin: A Software for 
Population Genetics Data Analysis: User manual ver 2000 [M]. 
Geneva: Genetics and Biometry Laboratory of Anthropology, 
University of Geneva. 

Takeda K, Onishi A, Ishida N, Kawakami K, Komatsu M, Inumaru S. 
1995. SSCP analysis of pig mitochondrial DNA D-loop region 
polymorphism [J]. Anim Genet, 26: 321-326. 

Ursing BM, Arnason U. 1998. The complete mitochondrial DNA 
sequence of the pig (Sus scrofa) [J]. J Mol Evol, 47: 302-306. 
Wallace DC. 1995. Mitochondrial DNA variation in human evolution, 

degenerative disease and aging [J]. 4m J Hum Genet 57: 201-223. 

Watanabe T, Hayashi Y, Kimura J, Yasuda Y, Saitou N, Tomita T, 
Ogasawara N. 1986. Pig mitochondrial DNA polymorphism, 
restriction map orientation and sequence data [J]. Biochem Genet, 
24: 385-396. 

Watanabe T, Ishiguro N, Okumura N, Nakano M, Matsui A, Hongo H, 
Ushiro H. 2001. Ancient mitochondrial DNA reveals the origin of 
Sus scrofa from Rebun Island, Japan [J]. J Mol Evol, 52: 281-289. 

Watanabe T, Okumura N, Ishiguro N, Nakano M, Matsui A, Sahara M, 
Komatsu M. 1999. Genetic relationship and distribution of the 
Japanese wild boar (Sus scrofa leucomystax) and Ryukyu wild 
boar (Sus scrofa riukiuanus) analyzed by mitochondrial DNA [J]. 
Mol Ecol, 8: 1509-1512. 

Yildiz MA, Camdeviren H, Ozbeyaz C. 2002. Genetic diversity and 
divergence of some Swiss brown cattle herds in Turkey [J]. 
Biochem Genet, 40: 203-207. 

Zhang YP, Oliver AR. 1993. Mitochondrial DNA evolution in the 
Arctoidea [J]. Proc Natl Acad Sci USA, 90: 9557-9561. 


zj 物 学 研究 2011, Jun. 32(3): 262-266 CN 53-1040/Q ISSN 0254-5853 
Zoological Research DOI: 10.3724/SP.J.1141.2011.03262 


Discovery Studio 2.0 的 模块 扩展 及 应 用 : 
残 基 水 平 非 键 相 互 作用 能 量 的 自动 批量 计算 
BRR, de 人 
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摘要 : 非 键 相互 作用 对 于 生物 体系 中 的 分 子 识 别 和 结合 过 程 起 着 关键 作用 。 然 而 ， 传 统 的 方法 并 不 能 在 残 基 
水 平 自动 批量 计算 非 键 相互 作用 。 近 年 来 , 己 经 发 展 了 一 些 方法 和 工具 进行 非 键 相互 作用 的 计算 分 析 。 该 文 研究 
发 展 了 一 种 可 以 自动 计算 残 基 间 非 键 相互 作用 的 方法 ， 即 用 Perl 脚本 调用 Discovery Studio 2.0 (DS2.0, Accelrys 
Inc.) 底层 模块 中 的 非 键 相互 作用 协议 , 实现 了 直接 利用 命令 行 批 量 计算 非 键 相互 作用 能 量 , 而 无 需 通 过 DS2.0 的 
图 形 界 面 。 该 方法 扩展 了 DS2.0 的 计算 模块 , 并 于 近期 运用 到 了 复合 结构 的 研究 分 析 中 。 


关键 词 : 非 键 相互 作用 ;模块 扩展 ; Discovery Studio 2.0 
中 图 分 类 号 : Q5-3; Q811.4; TP399 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0262-05 
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An extension strategy of Discovery Studio 2.0 for non-bonded 
interaction energy automatic calculation at the residue level 


GAO Yue-Dong'”, HUANG Jing-Fei ^" 


(1. State Key Laboratory of Genetic Resources and Evolution, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China; 
2. Graduate School of Chinese Academy of Sciences, Beijing | 100039, China; 3. Laboratory of Bioresources and Molecular Research in Common 
Diseases, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Chinese University of Hong Kong, Kunming 650223, China) 


Abstract: Non-bonded interaction forces play crucial roles in molecular recognition and binding in biological 
systems. However, it is difficult for traditional methods to automatically calculate and batch the non-bonded energy at the 
residue level. In recent years, many studies have focused on non-bonded interactions and developed tools to calculate and 
analyze such interactions. In this study, we present a highly automated approach for the calculation of non-bonded energy. 
Our strategy invoked protocols relevant to non-bonded interactions within Discovery Studio 2.0 (DS2.0, Accelrys Inc.) 
bottom module using Perl script, and determined the direct command line operation of calculating non-bonded interaction 
energy batches without accessing the graphical interface of DS. This approach extended the DS2.0 module and was 
applied to a recent study of complex structure analysis. 


Key words: Non-bonded energy; Protocol extension; Discovery Studio 2.0 








在 生物 分 子 体系 中 ,除了 共 价 键 外 还 存在 许多 ”关键 作用 (McCullagh et al, 2008)。 在 生物 过 程 中 , 信 
非 键 相 互 作 用 ， 涉 及 生命 活动 的 许多 方面 。 非 键 相 县 的 传递 不 仅 需 要 分 子 间 能 够 识别 并 形成 复合 物 
互 作 用 在 生物 分 子 结构 的 稳定 性 方面 起 着 重要 作 本 系 ， 有 时 也 要 求 复合 物 能 容易 解 离 。 非 键 相互 作 
A, 例如 在 蛋白 与 DNA、 和 蛋白 与 RNA STRAW 用 不 形成 共 价 化 学 键 的 特性 ， 使 得 其 能 够 在 生命 过 
体系 中 ,， 非 键 相互 作用 是 维持 复合 物 结构 稳定 性 的 程 中 发 挥 关键 作用 。 深 入 的 研究 和 理解 非 键 相互 作 
主要 因素 。 另 外 , 它们 在 生物 分 子 识别 、 离 子 载体 用 机 制 是 了 解 复合 物 分 子 功能 的 重要 方面 (Waters， 
的 选择 性 、 分 子 组 装 、 分 子 复 形成 等 方面 也 都 起 着 2002). 

WAR FSH: 2010-08-05; Bes AHA: 2011-01-18 

基金 项 目 : 国家 重点 基础 研究 发 展 计划 项 目 “973 ”(2009CB941302); 国家 自然 科学 基金 项 目 (30470939、30623007); 中 国 科 学 院 基 金 项 
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非 键 相互 作用 可 以 分 为 分 子 内 相互 作用 和 分 
子 间 相 互 作用 。 分 子 内 相互 作用 决定 了 分 子 结构 的 
形成 及 其 构象 (conformations) 变 化 ; 而 分 子 间 相 互 













































































: 残 基 水 平 非 键 相互 作 
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12 程序 结构 
程序 分 两 个 结构 单元 ， 即 能 够 接受 输入 参数 的 
非 键 相 互 作用 计算 模块 和 Perl 脚本 控制 程序 。 两 个 



































作用 则 在 许多 方面 起 着 重要 作用 ,如 药物 小 分 子 与 
靶 蛋 白 的 识别 和 结合 (Pyrkov et al, 2010)、 结 构 化 学 
(Ashenhurst, 2010) 和 材料 分 子 研究 (Nakashima et al, 
2008), 以 及 RNA 分 子 体系 研究 (Spriggs et al, 2008) 
等 。 因 此 ， 分 子 间 相互 作用 更 为 人 们 所 广泛 关注 。 

对 于 生物 分 子 复合 物体 系 ,其 结构 和 功能 方面 
的 研究 不 可 避免 地 需要 进行 非 键 相 互 作 用 的 计算 
和 评估 。 一 般 来 说 , 在 经 验 力 场 中 ,对 非 键 相互 作 
] 描述 的 重要 性 等 同 于 对 共 价 键 性 质 的 描述 
(Brooks et al, 1983; Weiner & Kollman, 1981), 前 者 
包含 静电 力 (coulombic) 和 范 德 华 相 互 作 用 (Sagui & 
Darden, 1999); 后 者 包含 键 长 、 键 和 和 二 面 角 。 在 
分 子 动力 学 模拟 过 程 中 ， 非 键 相 互 作用 的 计算 和 评 
估 非 常 耗费 计算 机 时 。 尽 管 已 有 大 量 的 研究 涉及 对 
非 键 相 互 作 用 的 计算 和 分 析 (Sundaram & Prasad, 
1982; Van Der Spoel et al, 2005), 但 传统 的 计算 分 析 
工具 无 法 在 残 基 水 平 上 成 对 批量 自动 计算 非 键 相 
互 作 用 能 量 。 

Discovery Studio 2.0(DS2.0, Accelrys Inc.) 计 
算 分 析 引 擎 提供 了 相对 完善 的 分 子 建 模 和 模拟 环 
境 ， 目 前 已 被 广泛 应 用 于 医药 、 生 物 技 术 、 化 学 和 
化 工 等 领域 的 科学 研究 中 (Hirashima & Huang, 2008; 






















































































































































































































































































结构 单元 在 程序 底层 通过 管道 控制 模块 服务 
(pipeline pilot server Accelrys Inc.) 进 行 通讯 ， 以 达 
到 协同 计算 的 目的 。 

在 这 里 ， 能 够 接受 输入 参数 的 非 键 计算 模块 是 
在 DS2.0 模块 *Calculate Interaction Energy protocol” 
的 基础 上 扩展 开发 而 来 的 ,并 被 命名 为 “AutoNBEC” 
(auto non-bonded energy calculator protocol)。 参数 传 
递 由 管道 控制 模块 Pipeline Pilot v.7.5 (Accelrys Inc) 
完成 ,通过 重新 编辑 相关 组 件 (components), 将 修改 
过 的 计算 模块 “AutoNBEC” 导 入 到 DS2.0 环境 中 。 
AutoNBEC 主要 根据 用 户 指定 的 残 基 , 通过 读 取 
PDB 文件 中 残 基 的 结构 信息 ,利用 相关 力 场所 定义 
的 能 量 函 数 进行 非 键 相互 作用 (静电 作用 和 范 德 华 
作用 ) 能 量 计 算 。DS2.0 计算 引擎 可 调用 多 种 力 场 计 
算 , 在 此 ， 我 们 调用 了 经 典 的 CHARMm 力 场 进 行 
计算 。 在 DS2.0 的 计算 模块 中 , 对 非 键 相 互 作用 的 
计算 截断 (cut of 和 值 采用 默认 值 14 A. 

Perl 脚本 利用 DS2.0 的 应 用 程序 编程 接口 
(application programming interface, APD H DS2.0 
的 相应 计算 模块 。API 基于 面向 对 象 程 序 设计 
(object-oriented programming，OPP) 策 略 , 封装 了 相 
应 的 计算 及 操作 模块 。Perl 脚本 的 优势 在 于 它 能 够 
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Spassov & Yan, 2008). 在 该 软件 包 中 ,计算 非 键 相 互 直接 调用 DS2.0 的 底层 模块 。 因此， 可 避免 打开 

作用 需 在 图 形 界面 下 完成 ,无 法 实现 残 基 对 之 间 非 ”DS2.0 的 图 形 窗口 , 达到 了 通过 命令 行 运行 批量 计 
键 相 互 作 用 的 批量 自动 计算 。 本 文 对 DS2.0 的 非 键 。”” 算 任务 的 目的 。 
相互 作用 的 计算 模块 和 协议 (protocoD 进 行 了 扩展 。 1.3 程序 流程 

1 方 法 程序 的 工作 流程 包括 主要 的 六 个 阶段 : (1) 对 用 

户 输入 文件 内 容 进 行 解析 ; (2) 对 计算 环境 进行 初始 

1.1 程序 概述 化 并 对 计算 分 子 分 配 CHARMm 力 场 参数 ; (3) 产 生 

程序 设计 的 目的 是 通过 扩展 开发 ,使 程序 模块 。 所 有 原子 的 索引 ; (4) 利 用 哈 希 (Hash) 模 型 构建 需要 




















能 在 残 基 水 平 自 动 计算 非 键 相互 作用 。 总 体 策略 是 
通过 编辑 DS2.0 原 有 的 底层 组 件 (components), 使 
其 具有 接收 外 部 程序 传递 参数 信息 的 接口 ， 同时 接 
合 Perl (Stajich et al, 2002) 语 言 脚本 进行 相应 的 流程 
控制 ， 以 达到 批量 计算 的 功能 。 输入 文件 为 PDB 格 
式 文件 以 及 包括 具体 参数 信息 的 ASCE 文本 文件 ， 
通过 命令 行 调用 改进 后 的 非 键 相互 作用 计算 模块 ， 
程序 将 自动 计算 指定 残 基 间 的 非 键 相互 作用 。 以 上 
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计算 的 残 基 对 的 数组 列表 ; (5) 把 需要 计算 的 相关 参 
数 传递 给 AutoNBEC 模块 ; (6) 解 析 计算 结果 并 输出 
结果 文件 。 图 1 显示 了 AutoNBEC protocol 的 计算 
流程 细节 。 

2 结 果 


2.1 输入 文件 
JP ASCI 文本 文件 形式 指定 PDB 文件 中 
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操作 过 程 不 需要 用 户 打 开 DS2.0 程序 客户 端 窗口 而 
实现 了 后 台 计 算 。 
































需要 计算 的 链 编 号 信息 。 文 件 包 括 三 列 内 容 ,， 以 tab 
键 分 隔 ， 第 一 列 是 需要 计算 的 PDB 代码 (PDB 
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Input Files 
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PERL script 


Parse Information 





CHARMm 











SciTegic Pipeline Pilot Server 


y 









Initalization 


Y 
Custom 
Manipulator 


sususaussssesessussussumissssuasssuuuesesusunssasseusueses*? 
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Run CHARMm } 
































ka 
Fig. 1 Schematic workflow of the 
code)， 其 余 两 列 是 该 PDB 文件 中 需要 计算 链 的 顺 


序 索引 。 





第 一 条 链 索引 号 为 0， 第 二 条 链 索 引号 为 








1， 并 以 此 类 


PDB 格式 文件 。 




















E. 同时， 





用 户 还 需 





22 ”程序 的 执行 
AutoNBEC 是 对 DS2.0 非 键 相互 作用 计算 模 


块 的 扩展 。 因 此 ， 必 须 
fT. 首次 运行 时 需要 把 AutoNBEC 导入 DS2.0 的 计 
pl UN 剩余 步骤 为 : 在 Windows 环境 下 打 











Ff CMD | 











A 
2f9d — 8 
2ad9 8 
C 





在 DS2.0 


(linux 环境 下 则 打开 terminal & 


图 2(A) 显 示 了 输入 文件 的 格式 。 





需要 提供 计算 所 需 的 


1 AutoNBEC 非 键 相互 作用 计算 模块 流程 


AutoNBEC module 


Raw Result 


全 人 





m m 


后 以 命令 行 方式 运行 程序 的 Perl 脚本 。 








32 卷 


另外 , 读者 可 向 本 文通 讯 作 者 (Email: huangjf 

















23 ”程序 输出 及 应 用 实例 











计算 引擎 环境 下 运 


号 、 





Saint), Bf 


B Connected to https: 


Task info 
Task name: 
Host: 


ob E 3 
He ^ y ut 





文件 可 


计算 结果 以 文本 文件 形式 输出 ， 








tab 键 分 隔 。 每 一 行 包括 进行 


可 





Ait 





所 属 链 、 计 算 时 间 、 


XB 


"a 


通过 
































7/localhost :?943 as user ibn. 


ibm/fiutoNBECalculator 
https://localhost:9943 


德 华 作 用 能 量 等 结果 信息 (图 
过 文本 编辑 软件 或 图 形 显示 软 伯 











| 





数据 之 间 以 
计算 的 残 基 名 称 、 编 





@mail.kiz.ac.cn, Tel: 86-871-5195183) 提 出 计算 要 求 ， 
并 通过 Email 形式 获取 计算 结果 。 


N 

















非 键 能 量 总 值 





能 量 总 





2，C)。 


m 





Protocol Path: C:\Documents and Settings\ibn\My Documents \AutoNBECalcula 


tor 2889 85 13 8188 


Protocol is running 
current number is 1 
Protocol conplete 


Task info 
Task name: 
Host: 


29 234 


ibn/fiuutoNBECalculator 
https://localhost:9943 


Protocol Path: C:\Documents and Settings\ibm\My Documents \AutoNBECalcula 


tor 2889 05 13 98109! 


Protocol is running 
current number is 2 
Protocol conplete 


Localhost:9943 file C:/Gao7SSCpan/rnapdb/2£9d/2F9D. pdb have 5 chains 


Totle chains: 


chain O [AA Ch: 


LEVIS Chainl 


ARG19 Chainl 
ARGIS Chainl 
ARGIS Chainl 
ARGIS Chainl 
ILE30 Chainl 
THR31 Chainl 
THR31 Chainl 
THR31 Chaini 


01234 Ad chains: 012 3 


hain) residues interaction with chain 1 
Residues? ASH34 Chain? ResiduesT3 
ResiduesT ARGSS Chain? ResiduesT4 
Residues — LEUZG6 Chain? ResiduesiS 
Residues TYR28 Chain? ResidueslT 
Residues8 PHESO Chain? Residues69 
Resi dues8 ASN84 Chain? ResiduesT3 
ResiduesO — TYROG Chain? ResiduesTS 
Residues LEUST Chain? ResiduesT6 
Residuesi8 GLISS Chain? Residues44 
Residues20 THRS3 Chain? Residues42 
Residues20 GLUSS Chain? Residues44 
Residues20 THR56 Chain? Residues45 





Fig. 2 


图 2  AutoNBEC 非 键 相互 作 月 


NA chains: 


(AA chain): 

[04/08 17:25:03] Potential Energy = -0.15241 kcal/mol 
[04/08 17:29:55] Potential Energy = -0.53174 kcal/mol 
[04/08 17:32:29] Potential Energy = -1.54884 kcal/mol 
[04/08 17:33:21] Potential Energy = -1.49811 kcal/mol 
[04/08 17:36:17] Potential Energy = -0.27767 kcal/mol 
[04/08 17:38:02] Potential Energy = -1.96554 kcal/mol 
[04/08 17:38:55] Potential Energy = -0.63037 kcal/mol 
(04/08 17:39:22] Potential Energy = -3. 05092 kcal/mol 
[04/08 17:50:19] Potential Energy = -3.79990 kcal/mol 
[04/08 17:52:04] Potential Energy = -0. 90608 kcal/mol 
[04/08 17:52:58] Potential Energy = -0.13993 kcal/mol 
[04/08 17:53:24] Potential Energy = -0. 12565 keal/mol 





命令 行 运行 状态 截图 ，C: 结果 


日 计算 模块 输入 输出 文件 
Input file, output file and running state of the AutoNBEC module 
输入 文件 , 包括 PDB 编号 , 链 编 号 ，B: 


89_978 


Van der Waals Energy = -0.00076 kcal/mol 
Yan der Waals Energy = a 






. 03664 kcal/mol 
. 00239 kcal/mol 
Van der Waals Energy = 00457 kcal/mol 
Van der Waals Energy = -0.00017 kcal/mol 
Yan der Waals Energy = -0.07637 kcal/mol 
Van der Waals Energy = 0.00000 kcalymol 











输出 文件 格式 。 


格式 及 运行 状态 截图 


Electrostatic Energy = -0. 16165 kcal/mol 
Electrostatic Energy = -0.53174 kcal/mol 
Electrostatic Energy = -1.54883 kcal/mol 
Electrostatic Energy = -1.4980T kcal/mol 
Electrostatic Energy = -0.2TT6T kcal/mol 
Electrostatic Energy = -1.96411 kcal/mol 
Electrostatic Energy = -0.59352 kcal/mol 
Electrostatic Energy = -3.04853 keal/mol 
Electrostatic Energy = -3. T9533 kcal/mol 
Electrostatic Energy = -0.90591 kcal/mol 
Electrostatic Energy = -0.06356 kcal/mol 
Electrostatic Energy = -0.12563 keal/mol 





A: Input file contains PDB code and chain order index; B: State of command line running; C: Result output file format. 
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入 后 续 分 析 。 的 复合 体 进 行 残 基 水 平 上 的 非 键 相互 作用 分 析 

AutoNBEC 可 应 用 于 生物 大 分 子 复合 物 的 分 析 (Gao & Huang, 未 发 表 资 料 )。 结 果 显 示 , 连接 酶 与 
中 ,如 蛋白 质 -DNA、 蛋 白质 -RNA、 和 蛋白 质 - 蛋 白质 DNA 的 非 键 相 互 作用 在 几 个 区 域 有 明显 的 强 相 互 
等 复合 体系 中 生物 分 子 间 的 相互 作用 分 析 。 我 们 利 ”作用 (图 3), 其 中 I、V、VI 三 个 区 域 对 应 于 该 类 酶 
用 该 工具 对 依赖 NAD 的 DNA 连接 酶 与 底 物 DNA ”先前 研究 报道 过 的 序列 高 度 保 守 的 功能 区 
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3 依赖 NAD 的 DNA 连接 酶 ligase) 与 DNA 复合 物 (PDB code:2owo) 
残 基 水 平 的 非 键 相 互 作 用 Heatmap 图 (adenylation 和 OB 结构 域 ) 


Fig. 3 Heatmap representation of pair-wise nonbonded energy values in NAD* dependent 




















DNA ligase complex (adenylation domain and OB domain, PDB code: 20wo) 
纵 坐 标 : ligase 的 蛋白 序列 ; 横 坐 标 : 与 之 接合 的 双 链 DNA; 标尺 : 残 基 对 间 的 非 键 相互 作用 能 量 值 (单位 kcal/mol)。 在 显示 出 很 强 非 键 相互 作用 的 区 域 中 ， 
I、V、VI( 图 中 第 头 指 向 的 区 域 ) 在 序列 上 对 应 先前 研究 报道 过 的 高 度 保守 的 功能 区 ; A、B、C: 新 发 现 的 对 应 于 高 度 保守 序列 的 区 域 , 提示 功能 上 的 重要 性 。 
Vertical axis: protein sequence of ligases ; Abscissa: double-stranded DNA bonded to the ligase; The scale is pair-wise nonbonded energy values (kcal/mol). 




























































































Several regions in NAD” dependent DNA ligase with significant non-bonded interaction have been obtained (indicated by the arrow). Three of these regions 
have been found in previous studies (LV, VI) and three of these have not been defined in previous studies (A,B,C). 
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(Shuman & Lima, 2004)。 进 一 步 地 结合 序列 保守 性 
分 析 及 结构 比 对 信息 ,我 们 发 现 其 他 三 个 强 作 用 区 
域 (A、B、C) 也 高 度 保守 ,提示 可 能 也 具有 功能 作用 。 
最 近 研 究 发 现 的 一 些 功 能 残 基 位 于 我 们 预测 的 这 三 
个 强 作 用 区 域 (Wang et al, 2008, 2009). 


3 i it 


传统 的 非 键 相互 作用 的 计算 工具 无 法 在 残 基 
水 平 上 批量 自动 计算 , 而 批量 自动 计算 非 键 相互 作 
用 能 量 则 大 大 方便 了 对 生物 分 子 复合 体系 进行 深 
入 的 结构 与 功能 分 析 。 本 研究 基于 DS2.0 的 计算 引 
擎 ， 结 合 Perl 脚本 的 编程 , 扩展 了 DS2.0 原 有 的 计 
算 模块 功能 , 实现 了 残 基 水 平 上 的 非 键 相互 作用 能 
量 的 批量 计算 。 

在 PDB 结构 数据 库 中 , 分 子 复合 体系 的 结构 
数据 远 远 少 于 单 晶 体 的 蛋白 质数 据 , 但 是 ， 生物 分 
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子 间 的 识别 、 结 合 和 相互 作用 构成 了 一 切 生命 活动 
的 基础 。 因 此 , 深入 了 解 分 子 识别 与 接合 机 制 对 于 
了 解 生命 过 程 具有 重要 意义 。 本 文 发 展 的 新 方法 有 
助 于 对 现 有 复合 物 结构 数据 的 非 键 相互 作用 能 量 
进行 自动 批量 计算 , 便于 研究 者 全 面 、 准 确 掌握 分 
子 复合 体 中 残 基 水 平 上 的 非 键 相互 作用 特征 ,对 深 
入 研究 生物 分 子 的 结构 -功能 关系 以 及 药物 设计 和 
筛选 均 有 帮助 意义 。 

由 于 AutoNBEC 是 在 DS2.0 非 键 相互 作用 模块 
的 基础 上 开发 出 来 的 。 因 此 ,必须 在 DS2.0 计算 引 
擎 环境 下 才能 运行 。DS2.0 为 需要 购买 授权 许可 
(license) 的 商业 软件 包 ,， 这 一 特点 限制 了 
AutoNBEC 模块 的 发 布 和 应 用 。 
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嗜 热 四 膜 虫 五 个 hsp70 基因 的 表达 分 析 
Bee? Wy bl? RRB B ml = 
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摘要 :鉴定 得 到 嗜 热 四 膜 虫 13 个 含有 完整 保守 结构 域 的 hsp70 基因 ,对 其 中 5 个 高 度 相 似 且 无 内 含 子 的 hsp70 
EE 因 进 行 表 达 分 析 。 在 37 . 39 和 41 CC 热 激 条 件 下 ,实时 荧光 定量 PCR 结果 表明 , hsp70-2 基因 对 热 激 响 应 最 敏 
感 。 在 四 膜 虫 生长 .饥饿 和 接合 生殖 这 3 种 生理 或 发 育 状 态 下 , Microarray 结果 显示 , hsp70-4 基因 恒定 且 高 表达 ; 在 
热 激 条 件 下 , hsp70-4 基因 的 表达 水 平 随 着 温度 的 升 高 而 略微 增加 , 证实 hsp70-4 基因 为 热 休 克 相 关 和 蛋白 hsc70 基因 和; 
克隆 的 hsp70-4 基因 全 长 2 208 bp, 开放 阅读 框 长 1959 bp, 编码 653 个 氨基 酸 。Microarray 结果 提示 , hsp70-3 可 能 
参与 四 膜 虫 饥饿 早期 (0~12 hh) 的 耐 受 和 接合 生殖 后 期 (6~10 hy i 新 大 小 核 形成 ,老大 核 凋 亡 等 事件 ; hsp70-5 可 能 : 
与 四 膜 虫 饥饿 晚期 (12~15 加 的 耐 受 和 接合 生殖 早期 (0~6 匡 的 小 核减 数 分 裂 、 小 核 交 换 和 原核 pronuclean) 融 合 事件 
Blast2GO 分 析 表 明 , 与 hsp70-3 和 hsp70-5 共 表 达 的 基因 分 别 参与 不 同 的 生物 学 过 程 ,进一步 反映 了 hsp70-3 和 
hsp70-5 这 两 个 基因 在 功能 上 是 存在 差异 的 。 


关键 词 : 嗜 热 四 膜 虫 ; hsp70 基因 ; 实时 痰 光 定 量 PCR; pov RACE; 表达 分 析 
中 图 分 类 号 : Q959.117; Q786 文献 标志 码 : A 章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0267-10 
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Expression analysis of 5 hsp70 genes in Tetrahymena thermophila 
FENG Li-Fang"?, CHANG Yue'?, YUAN Dong-Xia', MIAO Wei” 


(1. Key Laboratory of Aquatic Biodiversity and Conservation, Institute of Hydrobiology, the Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China; 
2. College of Food Science and Biotechnology, Zhejiang Gongshang University, Hangzhou 310035, China; 
3. Graduate School of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 


Abstract: Thirteen hsp70 genes with complete conserved domains were identified in Tetrahymena thermophila, and 
expression of five similar and non-intron Asp70 genes were analyzed. Under heat shock conditions of 37, 39 and 41°C, 
hsp70-2 mRNA had the highest relative expression level, suggesting it is closely related to heat shock. The basal level of 
constitutive T. thermophila hsp70-4 gene was high during 20 physiological/developmental stages of growth, starvation 
and conjugation, and it changed little upon exposure to heat shock: evidence that hsp70-4 is an hsc70 gene. The hsp70-4 
cDNA is 2208 bp long, and contains an open reading frame of 1959 bp encoding 635 amino acids. Microarray data 
indicated that T. thermophila hsp70-3 gene probably participated in early starvation (0—12 h) stress and late conjugation 
(6—10 h) events, such as new macronuclear and micronuclear anlagen formation and old macronuclear elimination. 
However, hsp70-5 gene possibly participates in late starvation (12—15 h) stress and early conjugation (0—6 h) events such 
as micronuclear meiosis, micronuclear exchange and pronuclear fusion. Blast2GO indicated that they participated in 
dissimilar biological processes, suggesting hsp70-3 and hsp70-5 perform different functions. 


Key words: Tetrahymena thermophila; Real time quantitative PCR; Microarray; RACE; Expression analysis 








热 休克 蛋白 (heat-shock protein，HSP) 是 生物 适 MAA FS, 提高 细胞 对 应 激 源 的 耐 受 性 ,增强 抗 氧 
应 环境 变化 的 一 个 重要 媒介 分 子 , 温度 、 外 源 有 毒 WEN, 使 细胞 维持 正常 的 生理 功能 (Serensen et al, 
化 合 物 、 紫 外 辐射 等 都 会 诱导 细胞 或 机 体 产 生 应 激 2003; Saibil 2008)。 热 休克 蛋白 70(HSP70) 是 HSP 
反应 ， 迅 速 合 成 HSP 作为 分 子 伴侣 参与 蛋白 质 的 合 家族 的 主要 一 员 , 它 是 细胞 在 应 激 条 件 下 的 主要 表 
成 、 折 钱 、 装 配 、 运 转 和 降解 等 过 程 ， 以 维持 细 朋 达 产 物 , 对 于 外 源 有 毒化 合 物 的 响应 也 迅速 而 灵敏 
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(Gupta et al, 2010)。 根 据 表达 情况 , hsp70 基因 家 族 
可 分 为 两 类 : 诱导 型 表达 的 hsp70 基因 (heat shock 
protein 70, hsp70) 和 组 成 型 表达 的 hsp70 基因 (heat 
shock cognate gene, hsc70) (Karouna-Renier et al, 
2003; Sorensen et al, 2003)。 对 生物 体 hsp70 基因 家 
族 的 研究 ,可 以 更 好 地 认识 物种 耐 受 胁迫 的 机 制 
(Daugaard et al, 2007), 这 在 单 细 胞 生物 ， 如 真菌 
Chytridiomycete (Blastocladiella emersonii) (Georg & 
Gomes, 2007); 多 细胞 动物 ， 如 线虫 Caenorhabditis 
elegans (Snutch et al, 1988). R ii Drosophila 
melanogaster (Bettencourt & Feder, 2001); 高 等 动物 ， 
如 人 (Daugaard et al, 2007); 植物 ， 如 拟 南 芥 
Arabidopsis (Sung et al, 2001) 等 物种 中 已 展开 了 和 天 
R, 但 在 原生 动物 中 ,尚未 有 关 hsp70 基因 家 族 或 
[家 族 的 相关 报道 。 
原生 动物 四 膜 虫 Tetrahymena 隶属 于 纤毛 门 
(Ciliophora), 3£}524(Oligohymenophorea), iH H 
(Hymenostomatida)、 四 膜 虫 科 (Tetrahymenidae)、 四 
膜 虫 属 (Tetrahymena)， 是 一 种 营 自 由 生活 的 单 细 胞 
真 核 生物 (Shen, 1999)。 目 前 ， 嗜 热 四 膜 虫 大 核 基因 
组 测序 工作 (Tetrahymena Macronuclear Genome 
Project) 已 经 完成 (Eisen et al, 2006), 这 为 从 基因 组 
水 平 鉴定 嗜 热 四 膜 虫 内 hsp70 基因 家 族 成 员 黄 定 了 
基础 。 此 外 , 近期 构建 的 四 膜 虫 的 全 基因 组 基因 区 
片 分 析 平 台 (Miao et al，2009) 和 在 此 基础 上 建立 的 
四 膜 虫 基因 表达 数据 JE (Tetrahymena Gene 
Expression Database, TGED, http://tged.ihb.ac.cn), 
为 嗜 热 四 膜 虫 内 hsp70 基因 家 族 成 员 的 功能 分 析 增 
加 了 丰富 的 信息 。 
关于 四 膜 虫 hsp70 基因 的 研究 主要 在 于 不 同 热 
WATE P hsp70 基因 的 表达 变化 规律 (Galego & 
Rodrigues-Pousada, 1985; Williams & Nelsen, 1997), 
或 是 证 实 HSP70 Wile ae pR dv eit SE 86 
(Hallberg et al, 1984, 1985), 或 者 是 对 hsp70 基因 上 
游 调控 元 件 的 功能 研究 等 方面 (Barchetta et al, 
2008)。 本 研究 在 鉴定 嗜 热 四 膜 虫 (Tetrahymena 
thermophila) hsp70 基因 家 族 的 基础 上 , 对 其 中 5 个 
高 度 相 似 且 无 内 含 子 的 hsp70 基因 进行 表达 分 析 ， 
并 进一步 探讨 哮 热 四 膜 虫 hsp70 基因 的 功能 。 


1 材料 与 方法 


1.1 四 膜 虫 细胞 的 培养 
re d VU fi E (Tetrahymena thermophila(SB210 
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株 ) 由 美国 加 州 大 学 圣 巴巴 拉 分 校 Eduardo Orias 教 
FE, 嗜 热 四 膜 虫 (B2086 株 和 CU428 株 ) 由 美国 
康 奈 尔 大 学 Peter Bruns 教授 惠 赠 。 四 膜 虫 的 培养 基 
组 分 : 2% Proteose Peptone (Difco)、0.1% yeast 
extract(Oxide)、0.2% 葡萄 糖 (国药 集团 )、0.003% 
Ferric citrate(Sigma), YS XX 2&7K, 经 103 kPa, 
120 'C 灭 菌 20 min 后 冷却 至 室温 。 取 长 势 良 好 的 对 
数 生长 期 四 膜 虫 按 总 体积 的 0.2% (400 pL) 接 种 于 
20 ml 培养 基 中 , 30 'C 连 续 传代 培养 。 
1.2” 嗜 热 四 膜 虫 hsp70 基因 的 鉴定 

在 5 pg/L 浓度 三 丁 基 锡 (Tributyltin，TBT) 
(Acros Organic) 处 理 哮 热 四 膜 虫 CU428 株 24 h Ja, 
用 cDNA microarray 筛选 得 到 1 个 应 激 响 应 基因 
hsp70 ——TTHERM_ 00125640 (Microarray 数据 未 
发 表 )。 根 据 该 基因 的 ID 号 , 在 四 膜 虫 基因 组 数据 
库 TGD(http://www.ciliate.org/) 中 进行 搜索 得 到 预测 
基因 上 所 编码 的 氨基 酸 序 列 。 以 此 基因 的 氨基 酸 序列 
为 基础 ， 并 添加 和 人、 酵母 和 拟 南 芥 的 HSP70 序列 ， 
对 四 膜 虫 全 基因 组 数据 库 进 行 Blastp 搜索 (Altschul 
et al，1997); 得 到 的 结果 再 次 对 四 膜 虫 基因 组 进行 
Blastp 搜索 以 找到 四 膜 虫 中 所 有 的 潜在 Asp70 基因。 
两 次 所 得 搜索 结果 在 NCBI 的 CDD 数据 库 一 一 
Conserved Domain Database (Marchler-Bauer et al, 
2009) 以 及 Pfam 数据 库 (Finn et al, 2010) 中 再 次 进行 
X, 对 具有 HSP70 保守 结构 域 的 基因 进行 鉴定 ， 
最 后 总 共 得 到 了 13 个 具有 完整 保守 结构 域 的 嗜 热 
四 膜 虫 hsp70 基因 ,将 这 13 个 hsp70 基因 的 核酸 预 
测序 列 与 嗜 热 四 膜 虫 转录 组 测序 结果 (数据 未 发 表 ) 
进行 比 对 校正 。 
1.3 序列 比 对 及 系统 发 育 树 的 构建 

对 鉴定 得 到 13 个 hsp70 基因 ,使 用 Muscle 
(Edgar,2004) 和 Mafft(Katoh & Toh，2008) 进 行 序列 
比 对 ， 并 辅 以 手工 微调 。 接 着 用 Trimal(Capella- 
Gutierrez et al, 2009) 对 gap 超过 80% 的 氨基 酸 比 对 
位 点 进行 删除 。 系 统 发 育 树 用 FastTree(Price et al, 
2010) 构 建 , 参数 设置 -pseudo、-spr 4、-mlacc 2 以 及 
-slownni。 我 们 对 四 膜 虫 系统 发 育 树 中 一 枝 含有 5 
个 高 度 相 似 且 无 内 含 子 的 基因 进行 分 析 ， 并 将 它们 
分 别 命名 为 hsp70-1 (TTHERM 01044390). hsp70-2 
(TTHERM 00125640). hsp70-3 (TTHERM 01080440)、 
hsp70-4 (TTHERM 00105110), Asp70-5(TTHERM _ 
00558440). 
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1.4 热 / 冷 激 胁迫 处 理 
温度 胁迫 采用 热 激 和 冷 激 两 种 方式 , 每 组 设 3 
个 平行 样 。 热 激 处 理 条 件 为 : 将 装 有 1 mL 对 数 生 
长 期 嗜 热 四 膜 虫 (SB210 株 ) 的 离心 管 分 别 在 37 "C. 
39 CH4 “CHIKARA, 经 过 30 min 热 激 诱导 后 
于 相应 温度 下 离心 富 集 虫 体 。 冷 激 条 件 为 : 将 装 有 
1 mL 对 数 生长 期 嗜 热 四 膜 虫 SB210 株 ) 的 离心 管 分 
RIZE 15 CKM 0 CUR EAU, 经 过 30 min 冷 激 
诱导 后 于 相应 温度 下 离心 富 集 虫 体 。 
1.5 RNA 提取 、cDNA 合成 .mRNA 4614. SMART 
cDNA 文库 构建 , 5' 和 3'RACE 及 产物 克隆 测序 
从 上 述 步 又 (1.4 节 ) 热 激 处 理 条 件 下 的 嗜 热 四 
膜 虫 (SB210 株 ) 中 提取 总 RNA, 提取 方式 参照 试剂 
fx TRIzol Reagent (Invitrogem 的 说 明 步 又, 总 RNA 
最 终 溶 于 50 uL 以 DEPC 处 理 过 的 双 蒸 水 中 ， 分 光 
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RJ ik Fl] (Clontech Laboratories, Inc.) J^ 14 4 Ay 
cDNA 文库 (Guo et al, 2010). 

根据 步骤 上 述 1.2 节 中 鉴定 得 到 的 嗜 热 四 膜 虫 
hsp70 基因 序列 , 设计 扩 增 5 个 高 度 相 似 hsp70 基因 
的 实时 荧光 定量 PCR 引物 ; 根据 SMART cDNA X 
库 构 建 试 剂 盒 提 供 的 接头 全 长 序列 设计 一 对 通用 
引物 UTR( 表 1)。 用 正 向 通用 引物 与 反 向 hsp70-4 
引物 扩 增 hsp70-4 基因 5'RACE 序列, 用 反 向 通用 引 
物 与 正 向 hsp70-4 引物 扩 增 hsp70-4 基因 3RACE 序 
Fj: 2.5 uL 10xbuffer, 0.5 uL10 mmol/L dNTP 
(Fermentas), 0.4 umol/L 引物 ，1 unit Taq 酶 (BD 
advantage) 混 合 , 0.5 uL. 文库 CDNA 模板 , 最 后 用 双 
给 水 配 成 25 uL RACE 反应 体系 ; RACE 反应 按照 下 
列 程序 进行 ，94 'C 10 min 预 变性 , 94 C 30 s, 62 °C 
30s, 72 C 1 min 共 35 个 循环 反应 , 最 后 于 72 ‘CHE 





















































































































































光度 计 (Malcom) 和 琼脂 糖 凝 胶 电泳 分 别 检测 总 
RNA 浓度 和 质量 。 总 RNA 反 转 录 成 cDNA 的 方法 
参见 Feng & Miao(2008)。 

将 5 mL 嗜 热 四 膜 虫 (SB210 株 ) 在 39 “CHV Lh 
后 提取 总 RNA, 接着 以 PolyAtract@ mRNA 纯化 系 
统 (Promega，Madison，WD 按 照 使 用 说 明 进 行 磁 珠 
法 纯化 ,纯化 后 的 mRNA 使 用 SMART cDNA 文库 



















































































伸 10 min。 

PCR 产物 在 1.5% 琢 脂 糖 凝 胶 上 进行 电泳 后 ， 
特异 DNA 片段 用 glass milk 胶 回收 试 剂 盒 (Biostar， 
Canada) 回 收 , 产物 连接 到 pGEM-T 载体 (Promega) 
多 克隆 位 点 , 之 后 转 入 大 肠 杆菌 DHSo 感受 态 细胞 
液 中 , 涂 平 板 挑 俩 。 往 选 出 的 阳性 克隆 菌 液 交 由 上 
海 联合 基因 研究 院 测 序 。 
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引物 名 称 


Primer name 


表 1 RT-PCR 扩 增 5 个 hsp70 基因 所 使 用 的 引物 
Tab.1 Primer sequences used for RT-PCR amplification of 5 hsp70 genes 


正 向 引物 序列 


Forward primer sequence (5'-3') 





反 向 引物 序列 


Reversed primer sequence (5'-3') 





AAGGTCTTTAGCACTCACATTTA 
TTCATCCTCAGCCTTGTATTAT 
AACAGGTTAGGAAACGAATGCT 
CGAAGACTTGAATGAGGACACCAG 
TGATTGTCTTTTGTCATTGGTC 
GGCGGCCGACATGTTTTTTT 
AAGGTTCACCAGACCATTCG 


hsp70-1 AGATAATGGAGGAACTTCTACTGA 
hsp70-2 ATCTTGGTTGATGTCACTCCTC 
hsp70-3 CTGAAGGAGTTGCTGTCGGTAT 
hsp70-4 CTTCAACGGTAAGGAACCCAACAG 
hsp70-5 TTGATGAAGTAATCCTTGTTGG 
UTR GCAGTGGTATCAACGCAGAGTG 
18S CCTGGGAAGGTACGGGTAAT 

1.6 ”实时 荧光 定量 PCR 

以 上 述 步 骤 1.5 节 中 得 到 的 总 RNA 反 转 录 生 成 


























的 cDNA 为 模板 , 用 表 1 的 hsp70-1、hsp70-2、 

hsp70-3、hsp70-4、hsp70-5 引物 进行 实时 欧 光 定量 
PCR 扩 增 ， 内 参 基 因 选 择 嗜 热 四 膜 虫 18S rRNA 基 
EX]. 实时 荧光 定量 PCR 反应 体系 : 2.5 pL 10xbuffer, 
0.5 uL 10 mmol/L dNTP, 0.4 pmol/L 引物 , 1.2 uL 
EvaGreen (Biotium), 1 unit Hot start Tag 酶 (天 为 时 
AR), Fa VAX ZR 7K Be 25 uL PCR 反应 体系 。 实 时 
荧光 定量 PCR 反应 条 件 为 : 94 °C 5 min 预 变性 ， 中 


















































[RJ 40 个 循环 的 94 "C 10 s, 50 °C 10 s, 72 C 20 s, 
70C 读 板 1 s, 接着 72 °C 10 min 延伸 ， 最 后 制作 融 
解 曲线 65 一 90 °C, VA 0.5 'C/s 速率 读 取 数 据 。 每 个 
样品 设置 3 个 平行 样 ,用 Chromo4™ Sc WY 2676 5E E: 
PCR 扩 增 仪 (Bio-Rad) 进 行 扩 增 ， 反 应 结果 数据 由 程 
序 Opticon 2 读 取 。 基 因 的 相对 表达 水 平 用 软件 
Relative Expression Software Tool 进行 计算 (Pfaffl et 
al，2002)。 统 计 方 法 采用 软件 自 带 的 ANOVA 法 ， 
P«0.05 为 有 统计 学 意义 。 实 时 荧光 定量 PCR 分 析 
方法 参考 Feng et al (2007)。 
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1. dx 

根据 嗜 热 四 膜 虫 3 种 典型 生理 /发 育 状态 (生长 、 
饥饿 和 接合 生殖 )20 个 阶段 的 全 基因 组 基因 表达 数 
据 (数据 来 源 于 TGED), 通过 计算 所 有 基因 表达 谱 
间 的 相关 系数 分 别 得 到 了 四 膜 虫 hsp70-3 和 hsp70-5 
基因 的 共 表 达 基 因 ( 相 关系 数 >0.9) (Miao et al, 
2009)。 然 后 对 找到 的 候选 基因 用 Blast2GO 进行 







































































Wr R 3235 



































由 它们 推导 的 氨基 酸 序列 比 对 如 图 2 Hrs, 两 两 之 

间 的 相似 度 为 67.5%~76%。 

2.2 ” 热 激 条 件 下 5 个 hsp70 基因 的 表达 水 平 变 化 
在 37 C, 39 C, 41 CHWARAE TF, hsp70-7、 

hsp70-2. hsp70-3. hsp70-4. hsp70-5 这 5 个 基因 的 

表达 水 平 高 于 正常 生长 时 期 的 30 C(É 3). ER 

hsp70-4 5h, ER 4 个 hsp70 基因 的 表达 水 平 并 不 随 


















































gene ontology (GO) 术 语 (term) 的 注释 , 分 析 共 表达 
基因 之 间 的 关系 , 进而 推测 hsp70-3 和 hsp70-5 基因 
的 功能 。 


2 结 R 


2.1 嗜 热 四 膜 虫 hsp70 基因 的 鉴定 与 系统 发 育 分 析 

在 TBT 胁 迫 条 件 下 用 Microarray 筛选 到 一 个 应 
激 响 应 基因 hsp70 (TTHERM_00125640), Microarray 
信号 显示 其 表达 上 调 4.4 倍 。 以 该 预测 hsp70 基因 
所 编码 的 氨基 酸 序列 为 基础 ， 经 blast 比 对 共 得 到 
13 个 含有 完整 保守 结构 域 的 嗜 热 四 膜 虫 hsp70 基因 ， 





























































































































着 温度 的 升 高 而 增加 , 在 41 ‘C 时 它们 的 表达 水 平 
要 低 于 39 °C. 2E 37. 39, 41 'C 这 3 个 不 同 热 激 条 
TF F, hsp70-2 对 热 激 响 应 最 敏感 ， 其 表达 水 平 在 5 
个 hsp70 基因 中 是 最 高 的 , 分 别 比 对 照 组 30 'C 时 的 
表达 水 平 高 12、82 和 15 倍 。 
23 SART 5 + hsp70 基因 的 表达 水 平 变 化 
以 四 膜 虫 正常 生长 条 件 30 C 为 对 照 ， 分 别 以 
15 C 和 0 它 冷 激 作为 刺激 条 件 , 对 5 个 hsp70 基因 
的 表达 水 平 进行 考察 。 结果 显示 , 除 hsp70-4 外 ,其 
余 4 个 hsp70 基因 对 冷 激 都 不 响应 (结果 未 显示 )。 
在 不 同 的 冷 激 条 件 下 , hsp70-4 基因 的 表达 水 平 呈现 



















































































进一步 结合 嗜 热 四 膜 虫 转录 组 测序 结果 (数据 未 发 
表 ) 对 这 13 个 基因 的 剪接 位 点 和 核酸 序列 进行 
校正 。 
对 鉴定 得 到 的 13 个 嗜 热 四 膜 虫 msp70 基 因 构 建 
系统 发 育 树 ,结果 显示 有 5 hsp70 基因 聚 成 一 个 
小 的 进化 枝 ( 图 1), 这 5 个 hsp70 基因 均 无 内 含 子 ， 
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图 1 最 大 似 然 法 构建 的 嗜 热 四 膜 虫 hsp70 基因 
家 族 不 同 基因 型 的 系统 发 育 树 
Phylogenetic tree of Tetrahymena thermophila hsp70 























Fig. 1 
gene family members using a ML method 
黑体 标 出 本 研究 的 5 个 hsp 70 基因 。 


Five interested hsp70 genes were marked in bold. 











为 截然 不 同 的 规律 : 在 15 'C 冷 激 30 min 后 hsp70-4 
表达 水 平 提高 了 1 倍 , 但 是 在 0 C 冷 激 30 min 后 
hsp70-4 表达 水 平 却 降低 了 50%( 图 4). 
2.4 3 种 四 膜 虫 典 型 生理 /发 育 时 期 下 5 个 hsp70 基 

因 的 表达 水 平 变化 

根据 四 膜 虫 基因 表达 数据 库 (Tetrahymena gene 
expression database, TGED, http://tged.ihb.ac.cn) 提 供 
的 四 膜 虫 在 3 种 典型 生理 /发 育 时 期 下 的 基因 表达 
情况 ,可 将 5 个 hsp70 基因 分 为 两 大 类 : (1) 恒定 且 
高 表达 的 基因 , hsp70-4 基因 在 四 膜 虫 生长 、 饥 饿 及 
接合 生殖 时 期 表达 稳定 且 表 达 量 非常 高 ， 
Microarray 信号 值 在 32 815-61 446 之 间 ; (2) 差异 
表达 的 基因 , 为 hsp70-1. hsp70-2. hsp70-3. hsp70-5 
这 4 个 基因 : © 在 生长 时 期 , hsp70-3 的 信号 值 在 
141~209， 有 较 低 的 表达 水 平 , 而 hsp70-1、hsp70-2、 
hsp70-5 这 3 个 基因 不 表达 (信号 值 <100); © 在 饥 
THIN HAND Oh, hsp70-1、hsp70-2、hsp70-3 这 3 个 基 
因 表 达 量 较 生长 后 期 (~1 X10”cells/mL) 分 别 调 高 
42.6、15、33.6 fit, EHP hsp70-3 基因 的 信号 值 最 高 ， 
为 7022; 在 饥饿 时 期 的 0~12 h, hsp70-1、hsp70-2、 
hsp70-3 表达 水 平 的 变化 趋势 由 高 至 低 ,hsp70-5 JL 
平 不 表达 ; 在 饥饿 时 期 的 12~15 h, Asp70-5 表达 水 
平 上 调 , 而 Asp70-1. hsp70-2. hsp70-3 的 表达 水 平 
仍 持续 下 降 ; 在 饥饿 时 期 的 15~24 h, hsp70-7、 



















































































































































































































































hsp?0-1 
hep?0-2 
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100 
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100 
100 





hsp70-3 SRIEN EK SE 3 SFTDTERLIGDA2 | P IE! 
hep70-5 ji SSEEAIDETOSESUOM EN TBTERLICD 1 CRE P Ei 
hspT0-4 SRIDKEAE LALR TETERLIGDAAK E 3 Eu 
44 kDa 

hsp"70-1 J 

hszp70-2 cu E] iW p Y P Q C IINEFP 

hsp?70-3 d: AEA d Y a C IINEP 

hsp"70-5 v cu à CNA UP QRQ C RIINEP 

hsep"70-4 v cu E CN AV Y Y : CLNULREIINEP 


hsp"70-1 [eee ae 
hsp70-2 
hep70-3 
hsp70-5 
hsp70-4 





hep70-1 MI Ij 4 3S 回 RIEKT MEFINCKEHNRSINPDE 
hsp"70-2 LUV GEY FN GEKEN NPDE 
hsp70-3 YS IDPTNGCKEBMN NPDE 
hsp70-5 IV T PERSER SAL i NPDE 
hsp"70-43 MV HMEPINCKEHNRSINPDE 
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18 kDa 
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hep?0-1 TH IVER bean) oT iaren s peia Wiebe dap Keg ir: SEER ITL wd ais IN Kops NAE o 500 
hsp?ü-2 SHKSHSITELE Ehren sD Pie bagel oras AE AE spass mr AASE rs SubpaT RAQ 500 
hsp?0-3 TS ES Ne@dT BBO rE rE Ki dope tal © AE Oba OT sss HWE Rees 1S oobis OO 500 
hep?0-5 THES NEG TPB GPE] 3 PEIE Ki aoe PIERDE MEAE Q Hiis SM uj Pease I FT SUED KAN 500 
hsp?0-4 T3ES NANTERRE c ond rdi E cE ppl s L ssL rr wr rs Br ri 500 
18 kDa 10 kDa 
hsp70-1 | 542 
hsp70-2 | 545 
hsp70-2 | 545 
hsp70-5 | 548 
hsp70-4 | 552 








10 kDa 











图 2 5 个 hsp70 基因 推导 的 氨基 酸 序列 比 对 
Fig.2 Multiple sequence alignment ofthe HSP70 






































hsp70-2. hsp70-3. hsp70-5 这 4 个 基因 的 表达 都 下 属于 典型 的 热 休克 相关 和 蛋白 hsc70 基因 。 从 嗜 热 四 






































降 ; © 在 接合 生殖 时 期 的 0~6 h, (MAsp70-5 ARA; REK cDNA 文库 中 克隆 了 hsc70 基因 的 全 
在 接合 生殖 时 期 的 6~10 h, hsp70-5 KAKE FET 长 cDNA, Asc70 JG Vg m Y, 其 开放 阅读 框 长 
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的 全 





80%, hsp70-3 表达 水 平 迅速 上 调 16.6 倍 , hsp70-2 2€ ”2208 bp, 编码 653 个 氨基 酸 , 5' 和 3' 非 翻译 区 分 别 为 











zH 


达 水 平 上 调 2.4 倍 ; 在 接合 生殖 时 期 的 10~12 h, 94 bp 和 155 bp; 在 3' 非 编码 区 存在 纤毛 虫 特有 终止 




















hsp70-3 表达 水 平 下 降 了 68.75%, 但 hsp70-2 表达 水 ”信号 (ATTTA 和 AATTAA) (Boldrin et al, 2003) (图 








oH 


平 持续 上 调 2.4 fü; 在 接合 生殖 时 期 的 12-18 h, 0)。 
hsp70-2 表达 水 平 下 降 了 81.8%, psp70-7 表 达 水 平 上 2.6 共 表 达 基 因 分 析 


































































































yi 2.1 倍 ( 图 5). 计算 得 到 与 嗜 热 四 膜 虫 hsp70-3 和 hsp70-5 共 
2.5” 嗜 热 四 膜 虫 hsc70 基因 的 克隆 表达 的 基因 分 别 有 18 个 和 392 个 , 用 Blast2GO 对 
嗜 热 四 膜 虫 hsp70-4 基因 在 四 膜 虫 的 正常 生长 它们 的 功能 进行 注释 , annotation 结果 分 别 成 功 得 到 





























条 件 下 即 高 表达 ,而 且 热 激 后 其 表达 量 进一步 提高 ， “10 44(55.6%) All 165 个 (42.1%) 与 GO terms 相关 的 基 
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K, 它们 所 参与 的 生物 学 过 程 分 别 有 16 种 和 113 种 ， $ 35 "TOP 
其 中 有 8 bE Ye EE SEC (| 7). +8 20 hi T 
120 - b 3 1.5 
Re 1.0 * 
EW5 
Z 00 
E 15 0 
冷 激 温度 (C) 


Cold shock temperature ( C ) 

















图 4 SEI EGET PCR 考察 嗜 热 四 膜 虫 hsp70-4 基因 在 
冷 激 条 件 下 (15 与 0 'C) 的 表达 水 平 变化 
Fig.4 Comparative expression analysis of hsp70-4 genes in 
Tetrahymena thermophila treated with cold shock 
(15°C and0 C)using real time quantative PCR 





























相对 表达 水 平 
The relative expression level 

















37 39 4l 
热 激 温 度 (C) 以 培养 条 件 30°C 为 对 照 组 ， 每 个 样品 均 有 3 个 平行 样 重复 ,处 理 组 与 对 
Heat shock temperature ( C ) 照 组 之 间 的 显著 性 表示 为 : * P«0.05. 
图 3 实时 荧光 定量 PCR 比较 嗜 热 四 膜 虫 5 个 hsp70 SEK Growth temperature was the control temperature, and each sample run in 




















在 亚 致死 热 激 条 件 下 (37、39 及 41C) 的 表达 水 平 变化 triplicate. * P<0.05. 
Fig.3 Comparative expression analysis of 5 hsp70 genes in " TS 
Tetrahymena thermophila treated with heat shock (37, 3 讨 ve 


39, and 41°C) using real time quantative PCR = : 
以 培养 条 件 30'C 为 对 照 组 , 每 个 样品 均 有 3 个 平行 样 重复 , 处 理 组 与 对 31 嗜 热 四 膜 虫 内 存在 五 个 结构 高 度 相 似 的 hsp70 


















































照 组 之 间 的 显著 性 表示 为 : * P«0.05, ** P<0.01。 基因 
Growth temperature was the control temperature, and each sample run in " 
OW! 3 , 9n 
triplicate. * P«0.05, ** P«0.01. 热 休克 和 蛋白 HSP70 在 细胞 中 行使 多 种 功能 , 1 
(a) —— hsp70-1 -= hsp70-2 -+ hsp70-3 -= hsp70-5] 
8 
& 7 
X 6 
He 5 
x8) 
Xs 
RE 3 
$ 2 
x 
gi 
0 
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图 5 5 个 hsp70 基因 的 表达 谱 

Fig. 5 Expression profile of 5 hsp70 gene 
四 膜 虫 3 种 典型 生理 /发 育 状态 下 的 基因 表达 数据 : 生长 时 期 的 3 个 时 间 点 L-l, L-m 及 L-h 分 别 对 应 ~1X10 cells/mL, -3.5 X 10° cells/mL K~1 x 10° 
cells/mL; 饥饿 时 期 的 7 个 时 间 点 S-0. S-3. S-6. S-9. S-12. S-15. S-24 分 别 对 应 ~2X107 cells/mL 细胞 在 10 mmol/L pH7.5 Tris 缓冲 液 中 饥饿 了 0、 
3、6、9、12、15、24 h; 接合 生殖 时 期 的 10 个 时 间 点 C-0、C-2、C-4、C-6、C-8、C-10、C-12、C-14、C-16、C-18 分 别 对 应 相同 体积 的 B2086 与 
CU428 细胞 混合 了 0、2、4、6、8、10、12、14、16、18h (TGED, http://tged.ihb.ac.cn/)。 图 5a 表示 Asp70-1. hsp70-2. hsp70-3. hsp70-5 这 4 个 基因 
的 表达 谱 ; 图 Sb 表示 hsp70-4 基因 的 表达 谱 。 
Signal of gene expression during Tetrahymena three physiological/developmental stages from microarray data: For growing cells, L-l, L-m and L-h correspond 
respectively to ~1 X 10? cells/mL, —3.5 X 10° cells/mL and~1 X 10° cells/mL. For starvation, ~2 X 10° cells/mL were collected at 0, 3, 6, 9, 12, 15 and 24 hours 
(referred to as S-0, S-3, S-6, S-9, S-12, S-15 and S-24). For conjugation, equal volumes of B2086 and CU428 cells were mixed, and samples were collected at 0, 
2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 and 18 hours after mixing (referred to as C-0, C-2, C-4, C-6, C-8, C-10, C-12, C-14, C-16 and C-18) (data from TGED). Fig.5a 
indicates the expression profile of hsp70-1, hsp70-2, hsp70-3, hsp70-5; Fig.5b indicates the expression profile of hsp70-4. 
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图 6 嗜 热 四 膜 虫 hsc70 基 

















对 的 CDNA 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 
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Fig. 6 The cDNA and deduced amino acid sequence of Tetrahymena thermophila hsc70 gene 
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图 7 维 恩 氏 图 显示 与 hsp70-3 和 hsp70-5 共 表 达 
基因 所 参与 的 生物 学 过 程 比较 
Fig.7 Venn-Diagram showing the comparison of 
biological processes between the co-expressed 
genes with hsp70-3 and hsp70-5 
与 hsp70-3 共 表达 基因 所 参与 的 生物 学 过 程 用 红色 表示 , 与 hsp70-5 共 表 
达 基 因 记 参与 的 生物 学 过 程 用 黄色 表示 。 


Biological process of co-expressed genes with hsp70-3 was in red, while 






















































































biological process of co-expressed genes with hsp70-5 was in yellow. 


























热 激 响应 等 ,为 顺利 实现 上 述 功能 , 真 核 细 胞 的 基 
因 组 往往 编码 多 个 HSP70 蛋白 (Lindquist & Craig, 
1998). 目前 在 人 (Daugaard et al, 2007). JK ht 
(Drosophila | melanogaster)(Bettencourt & Feder, 
2001). £E Œ (Caenorhabditis elegans)(Snutch et al, 
1988)、 拟 南 芥 Arabidopsis (Sung et al, 2001). HH 
Chytridiomycete(Blastocladiella emersonii) (Georg & 
Gomes，2007) 等 中 均 已 鉴定 到 由 多 个 hsp70 成 员 组 
成 的 基因 家 族 。 但 是 有 关 原 生动 物 hsp70 基因 家 族 
或 亚 家 族 的 信息 匮乏 , 尤其 是 模式 生物 四 膜 虫 中 ， 
在 大 核 基因 组 测序 工作 完成 前 仅 对 个 别 hsp70 的 功 
能 进行 分 析 (Hallberg et al, 1984; Galego & Rodrigues- 
Pousada, 1985; Williams & Nelsen, 1997; Barchetta et 
al, 2008). 

本 研究 鉴定 得 到 了 13 个 具有 完整 保守 结构 域 
BRE SAU dS hsp70 基因 ,系统 发 育 分 析 表 明 , 其 
中 有 5 个 基因 聚 成 一 个 小 的 进化 枝 ( 图 1)。 推测 这 5 
个 基因 可 能 来 源 于 基因 的 近期 复制 事件 ,类似 于 四 
膜 虫 内 已 发 现 的 其 它 基 因 家 族 的 进化 方式 (Fu et al, 
2009)。 真 核 生 物 细胞 质 中 的 HSP70 末端 4 个 氨基 
酸 组 成 高 度 保守 , 无 论 是 植物 ， 如 拟 南 芥 ， 或 是 低 
等 生物 ,如果 晶 ,还 是 高 等 动物 如 大 鼠 、 牛 、 人 等 
均 由 EEVD 组 成 以 维持 mRNA 的 转录 顺利 完成 
(Kiang & Tsokos, 1998; Chou et al, 2003)。 但 在 嗜 热 
四 膜 虫 内 这 5 个 高 度 相 似 的 HSP70 末端 4 个 氨基 酸 
组 成 却 为 DEVD, 亦 不 同 于 原核 生物 E. Coli 的 
EEVKDKK, 推测 四 膜 虫 内 HSP70 成 员 的 具体 功能 








括 蛋 白 折 又 、 多 聚 体 的 耦合 与 解 离 、 蛋 白 跨 膜 定位 、 
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可 能 有 别 于 其 它 真 核 生 物 。 进 一 步 对 这 5 个 hsp70 
基因 推导 的 氨基 酸 序列 进行 比 对 ,发 现 N 端 相对 分 
子 质 量 为 44 kDa 的 ATPase 功能 域 (ATP-binding 
domain) 的 序列 几乎 一 致 ,而 C 端 相 对 分 子 质 量 为 
18 kDa 的 多 肽 结合 功能 域 (polypeptide-binding 
domain) 和 相对 分 子 质 量 为 10 kDa 的 C 端 结构 域 
(C-terminal domain) 的 相似 度 则 稍 低 ( 图 2)。 作 为 行 
d ATP 水 解 活性 区 域 的 ATPase 功能 域 (Kiang & 
Tsokos, 1998), 5 个 HSP70 蛋白 序列 的 高 度 保守 ， 
测 它们 可 能 都 具有 水 解 ATP 的 功能 ; 而 行使 HSP70 
定位 的 C 端 相 对 分 子 质 量 为 18 kDa 的 多 肽 结合 功 
能 域 (Wang et al, 1993; Demand et al, 1998) 在 5 个 
HSP70 蛋白 序列 中 差异 较 大 , 尤其 是 起 自 偶 联 作用 
的 相对 分 子 质量 为 10 kDa 的 C 端 结构 域 (Chou et al, 
2003) 差 异 更 大 , 说 明 这 5 个 蛋白 在 四 膜 虫 细 胞 内 行 
使 的 具体 功能 可 能 是 有 所 差异 的 。 
3.2. hsp70-2 对 热 激 响应 最 敏感 

之 前 的 研究 表明 , 嗜 热 四 膜 虫 在 41 °C Aube 15 
min 后 即 可 检测 到 hsp70 基因 的 表达 产物 , 在 41 °C 
热 激 1h 后 HSP70 蛋白 表达 量 趋 于 稳定 (Williams & 
Nelsen, 1997; Hallberg et al, 1985); 但 是 , Asp70-1 至 
hsp70-5 这 5 个 基因 的 mRNA 表达 水 平 在 15~30 min 
达到 最 高 值 , 在 1 h 后 其 表达 量 反 而 下 降 (Dr 
Sabrina Barchetta, personal communication). [Al Lt, 
本 研究 采用 热 激 30 min 来 研究 上 述 5 个 hsp70 基因 
的 表达 水 平 。 

Æ 37 'C. 39 C. 41 C 热 激 条 件 下 ,5 个 hsp70 
基因 的 表达 水 平均 高 于 正常 生长 时 期 的 30 "C, H 
中 以 hsp70-2 基因 的 表达 水 平 为 最 高 。 推 测 嗜 热 四 
膜 虫 对 热 激 的 响应 主要 依赖 于 hsp70-2 基因 ,其 它 4 
个 hsp70 基因 起 到 辅助 作用 。 这 在 酵母 胞 质 hsp70 
基因 Ssa 亚 家 族 中 己 有 类 似 的 系统 研究 , Ssa XE. 
家 族 的 成 员 之 间 功 能 虽然 有 重 登 ， 但 是 每 个 Ssa S 
白 只 在 特定 条 件 下 行使 功能 ， 其它 成 员 只 是 起 补偿 
作用 (Craig et al, 1993)。 嗜 热 四 膜 虫 (T thermophila) 
是 一 种 迄今 为 止 所 有 已 知 四 膜 虫 属 内 耐 热能 力 最 
高 的 物种 (Nanney & Simon, 2000)。 如 实验 室 常 用 的 
ALE DUE HT. pyriformis) Œ 32 C 即 无 法 繁殖 生存 ， 
Tf e d Uu jg: dE 40 'C 时 仍 能 很 好 地 存活 (Frankel & 
Nelsen, 2001)。 推 测 , hsp70-2 基因 在 嗜 热 四 膜 虫 具 
有 高 耐 热能 力 中 可 能 起 到 主要 作用 。 
3.3 ”鉴定 得 到 的 hsp70-4 是 一 个 热 休 克 相 关 蛋 白 基因 

在 以 15 "CRI O CHRE P, 仅 hsp70-4 对 冷 
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激 有 响应 ， 其余 4 个 hsp70 基因 的 mRNA 表达 产物 
均 检 测 不 到 , 说明 并 不 是 所 用 的 嗜 热 四 膜 虫 hsp70 
基因 对 冷 激 有 响应 。 在 果 蝇 中 也 同样 如 此 ,hsp704a 
对 冷 激 响应 最 敏感 ,， 而 hsp60、hsp67Ba、hsc70-1 这 3 
个 基因 在 冷 激 条 件 下 无 表达 产物 (Colinet et al, 2010). 

考察 四 膜 虫 在 3 种 典型 生理 /发 育 时 期 下 的 
hsp70 基因 表达 情况 ,发 现 hsp70-4 基因 在 四 膜 虫 的 





















































ik, 而 且 也 会 在 发 育 时 期 表达 ,真菌 (8. emersonii) 
的 Asp70 基因 即 属于 此 类 (Bonato et al, 1987)。 在 四 
Eb B^ EGRE ], hsp70-1. hsp70-2. hsp70-3. 

hsp70-5 的 表达 均 发 生变 化 ,其 中 hsp70-3 和 hsp70-5 
的 表达 水 平 最 高 ,变化 最 明显 。 在 接合 生殖 时 期 的 
0~6 h, LA hsp70-5 表达 为 主 ， 此 阶段 四 膜 虫 细胞 内 
的 小 核 通过 有 丝 分 裂 产生 单 倍 体 小 核 ， 并 发 生 小 核 





























































































































生长 、 饥 饿 及 接合 生殖 时 期 表达 稳定 ， 表 达 量 非常 
高 ; 此 外 , 在 37 C. 39 'C. 41 "CHE T, 
hsp70-4 的 表达 水 平 随 温度 的 升 高 而 进一步 提高 ， 
据 此 认为 该 基因 属于 典型 的 组 成 型 表达 的 热 休克 
蛋白 (Karouna-Renier et al, 2003; Sørensen et al, 
2003), 也 称 为 热 休克 相关 蛋白 (heat shock cognate 
protein, hsc)。 这 是 迄今 为 止 在 四 膜 虫 内 发 现 的 首 个 
jsc70。 而 hsp70-1. hsp70-2. hsp70-3. hsp70-5 这 
4 个 基因 在 生长 时 期 表达 量 低 或 不 表达 , 在 热 激 条 
件 下 诱导 高 表达 ， 属 于 诱导 型 表达 的 热 休克 和 蛋白。 
3.4 hsp70-3 与 hsp70-5 在 四 膜 虫 生理 /发 育 状态 下 

行使 不 同 的 功能 

在 四 膜 虫 的 饥饿 初期 0 h, hsp70-1、hsp70-2、 
hsp70-3 这 3 个 基因 的 表达 量 迅速 调 高 ， 其 中 以 
hsp70-3 基因 的 信号 值 最 高 ,而 Asp70-5 却 不 表达 ; 
随 着 饥饿 时 间 的 延长 , 在 12-15 h 的 饥饿 阶段 ， 
hsp70-5 的 表达 量 才 开始 上 升 , 但 此 时 Asp70-1. 
hsp70-2. hsp70-3 的 表达 量 都 已 经 明显 下 降 。 这 说 
明 饥 饿 处 理会 诱导 四 膜 虫 hsp70 基因 的 表达 。 这 与 
在 其 它 生物 体内 发 现 的 现象 是 一 致 的 , 无 论 是 单 细 
WEW, 如 酵母 , 还 是 疹 椎 动物 ， 如 露 斯 塔 野 饼 色 
(Labeo rohita), 饥饿 导致 它们 体内 的 hsp70 基因 表 
达 上 调 (Chughtai et al, 2001; Yengkokpam et al, 
2008)。 男 一 点 值得 注意 的 是 , 不同 的 饥饿 时 间 段 对 
应 不 同 的 hsp70 基因 表达 , 0~12 h 主要 是 hsp70-3 起 
KIX, 12-15 h 则 是 hsp70-5 在 表达 ,提示 hsp70-3 和 
hsp70-5 这 两 个 基因 在 功能 上 是 有 差异 的 。 

Hsp70 基因 不 仅 可 以 被 热 激 、 饥 饿 等 所 诱 
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交换 和 原核 (pronuclean 融合 事件 ; 在 6-10 h, 
hsp70-5 表达 水 平 下 降 ， 而 hsp70-3 表达 水 平 迅速 上 
调 ， 此 阶段 四 膜 虫 细胞 内 的 融合 核发 育成 新 的 大 核 
和 新 的 小 核 , 老大 核 凋 亡 (Cole et al, 1997; Cole & 
Soelter 1997)。 

根据 嗜 热 四 膜 虫 3 种 典型 生理 /发 育 状态 (生长 、 
饥饿 和 接合 生殖 )20 个 阶段 的 全 基因 组 基因 表达 数 
据 ， 计 算得 到 与 hsp70-3 共 表 达 的 基因 有 18 个 ， 
中 10 个 是 与 GO terms 相关 的 基因 ,参与 16 种 生物 
学 过 程 ; 与 hsp70-5 共 表 达 的 基因 有 392 个 , 其 中 
165 个 是 与 GO terms 相关 的 基因 ,参与 113 种 生物 
学 过 程 。 对 这 两 类 基因 各 自 所 参与 的 生物 学 过 程 进 
行 比 较 , 发 现 其 中 有 8 FE, 涉及 DNA 
代谢 、DNA 修复 、 翻 译 后 蛋白 修饰 、 和 蛋白 修饰 、 胞 
Tei. FAP IS. PEARL. PRA TRUE, 
WEG AE Why eh REY Fe 55 VU BS rh SL A I SX Be 
直 时 期 细胞 分 化 、 发 育 是 相关 的 。 进 一 步 对 这 两 
类 基因 有 差异 的 生物 学 过 程 进行 比较 ， 发 现 与 
hsp70-3 共 表 达 的 基因 主要 参与 脂肪 酸 氧化 、 脂 肪 
酸 代谢 、 脂 肪 酸 分 解 、 羧 酸 分 解 、 脂 修饰 、 脂 氧化 、 
细胞 脂肪 分 解 等 过 程 ; 而 与 hsp70-5 共 表 达 的 基因 
则 主要 参与 细胞 周期 检验 点 控制 、 细 胞 形态 发 生 、 
有 丝 分 裂 中 期 板 汇集 、 有 丝 分 裂 M 期 、 减 数 分 裂 、 
RNA 代谢 、RNA 分 解 、mRNA 代谢 等 过 程 。 上 述 
结果 显示 hsp70-3 和 hsp70-5 在 饥饿 和 接合 生殖 阶 
段 的 表达 谱 显 著 不 同 ， 以 及 与 它们 共 表 达 基 因 所 参 
与 的 生物 学 过 程 亦 存在 差异 ， 说 明 hsp70-3 和 
hsp70-5 这 两 个 基因 在 功能 上 是 存在 差异 的 。 
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钱 云霞 ， 宋 娟 娟 
(宁波 大 学 生命 科学 与 生物 工程 学 院 , 浙江 宁波 315211) 

摘要 : 甜菜 碱 高 半 胱 氮 酸 甲 基 转 移 酶 (BHMT, EC 2.1.1.5) 催 化 甜菜 碱 的 甲 基 转 移 给 高 半 胱 氮 酸 (Hecy)， 
成 二 甲 基 甘 氨 酸 和 蛋氨酸 。 利 用 RT-PCR 和 SMART RACE 的 方法 从 鲍鱼 (Lateolabrax japonicus) 肝 脏 中 克隆 
BHMT 全 长 EDNA。 该 序列 全 长 1461 bp, $ 端 非 翻 译 区 72 bp, 3 请 非 翻译 区 183 bp， 开 放 阅 读 框 1206 bp, 可 

-个 由 401 个 氨基 酸 组 成 的 蛋白 质 , 该 蛋白 质 相 对 分 子 质量 为 44.32 kD, 等 电 点 为 7.21。 氮 基 酸 序列 分 析 表 明 ， 

BHMT 具有 较 高 的 保守 性 ,鲈鱼 BHMT 与 人 、 小 鼠 等 9 个 物种 的 同 源 性 EJ) 7794-9396, 其 中 与 黄 鲈 (Perca flavescens) 
同 源 性 最 高 , 为 93%。 用 RT-PCR 分 析 BHMT 基因 在 10 个 组 织 中 的 表达 结果 表明 , 只 有 在 肝 、 肠 和 肾 中 有 较 高 
的 表达 。 RT-PCR 和 定量 PCR RH, Mta MERRE 25 的 海水 转 入 盐 度 12 的 海水 后 , 肝 、 肠 和 肾 BHMT 基因 表达 
量 有 增加 ， 而 将 鲈鱼 从 盐 度 为 25 的 海水 转 入 盐 度 为 29 的 海水 后 , 肝 、 肠 和 肾 的 BHMT 基因 表达 则 减少 。 腹 腔 注 
时 甜菜 碱 可 增加 鲈鱼 BHMT 基因 在 肝 、 肠 和 肾 三 个 组 织 中 的 相对 表达 量 。 这 些 结果 表明 ,甜菜 碱 可 诱导 鲈鱼 
BHMT 基因 表达 , 而 BHMT 在 适应 鱼 类 环境 渗透 压 变 化 中 起 重要 作用 。 

关键 词 : 鲈鱼 ; BHMT; 克隆 ; 组 织 表 达 ; 盐 度 


甜菜 碱 化 学 名 为 N- 三 


中 图 分 类 号 : Q785; Q959.499; Q516 


文献 标志 码 : A 


文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0277-08 


Effects of salinity and betaine on BHMT mRNA 
expression in Lateolabrax japonicus 
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Abstract: Betaine homocysteine methyltransferase (BHMT, EC 2.1.1.5) catalyzes the transfer of a methyl group 
from betaine to homocysteines (Hcy) to form dimethylglycine and Met, respectively. A full-length cDNA of the BHMT in 
Lateolabrax japonicus was amplified using RT-PCR and SMART RACE methods. The cDNA of the BHMT in L. 
japonicus is 1461 bp in size, with 72 bp 5'-UTR, 183 bp 3'-UTR and 1206 bp ORF, encoding a protein of 401 amino 
acids with a molecular weight of 44.32 kD and pI 7.21. The sequence analysis indicated that the deduced amino acid 
sequence of BHMT shared high identity (77% — 93%) with nine other species; the highest was 93% with Perca 
flavescens. Semi-quantitative RT-PCR was used to characterize the expression of BHMT in ten tissues including muscle, 
heart, eye, brain, gill, liver, intestine, kidney, adipose tissue and spleen. The results showed that BHMT is only expressed 
in the liver, intestines and kidney. BHMT mRNA in these three tissues declined after the fish were transferred from sea 
water to a higher salinity environment and induced when transferred to a lower salinity environment. BHMT gene in liver, 
intestine and kidney can also be induced after intraperitoneal injection of betaine. Our results show that betaine can 
induce the transcription of BHMT in fish, and BHMT play pivotal roles in adaptation to osmotic change. 


Key words: Lateolabrax japonicus; BHMT; Clone; Tissues Expression; Salinity 
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生物 体内 有 效 的 甲 基 供 体 之 一 








它 是 胆 碱 代谢 的 中 间 产 物 ， 
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的 三 个 甲 基 都 是 有 效 的 活性 甲 基 , 因而 它 是 体内 最 ”在 细胞 高 渗 收 缩 时 累积 甜菜 碱 ， 在 细 朋 
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泛 存 在 于 各 组 织 中 ， 





(Wettstein et al，1998)。 同 时 ， 


甜菜 碱 还 是 重要 的 渗透 压 调节 剂 。 
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释放 甜菜 碱 (Garcia & Burg, 1991; Wettstein et al, 
1998). 在 鱼 类 ,甜菜 碱 可 以 使 大 西洋 刍 (Salmo salar) 
从 淡水 进入 海水 时 减少 盐 度 变化 的 刺激 ， 当 鱼 类 的 
饵料 中 含有 甜菜 碱 时 ， 肌 肉 含水 率 降 低 ， 保 持 渗透 
压 平衡 的 能 力 提 高 (Junnila, 2000)。 目 前 ,甜菜 碱 在 
渗透 压 调节 中 的 作用 已 经 在 许多 生物 中 得 到 证 实 ， 
包括 微生物 、 植 物 和 其 它 动物 (Polat & Beklevik, 
1998.)。 

体内 甜菜 碱 的 代谢 分 解 主要 是 通过 甜 荣 碱 高 
半 胱 所 酸 甲 基 转 移 酶 (Betaine homocysteine 
methyltransferase, BHMT, EC 2.1.1.5 ) 催 化 , BHMT 
是 一 种 Zo 依 赖 的 琉 基 甲 基 转 移 酶 (Neece et al, 
2000), 将 甜 业 碱 的 一 个 甲 基 转 移 给 高 半 胶 氨 酸 后 
分 别 生 成 二 甲 基 甘氨酸 和 蛋氨酸 ( 甲 硫 氨 酸 )(Sandra 
et al, 2000)， 从 而 降低 高 半 胱 氨 酸 (也 叫 同 型 半 胱 氨 
酸 ) 的 深度， 因为 高 浓度 的 高 半 胱 氨 酸 可 引发 心 
管 疾病 (Pajares & Perez-Sala, 2006). BRAF ER 
酸 可 以 通过 转 硫 作用 生成 胱 硫 醚 而 排出 体外 , 但 从 
节约 蛋氨酸 的 角度 出 发 , 由 BHMT 催化 的 高 半 胱 氨 
酸 的 再 甲 基 化 在 蛋氨酸 循环 中 尤为 重要 (Pajares & 
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场 , 属 厦 门 沿海 的 南方 种 群 , 活体 解剖 , 快速 取出 
肝脏 , 用 Trizol 法 提取 总 RNA, 用 Thermo 公司 的 
ND-1000 型 微量 紫外 分 光 光 度 计 测 定 其 浓度 ， 并 取 
1 ug 总 RNA 按照 TaKaRa 公司 的 PrimeScript™ 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit 说 明 书 逆转 录 第 一 链 
cDNA. 
1.2 ”核心 片段 的 获取 

据 已 知 大 西洋 钙 、 金 头 钢 、 牙 鲜 、 斑 马 鱼 和 黄 
5 BHMT 保守 序列 设计 引物 BHMT Fl: 
5'GTCATGCAGACNTTCACYTTCT-3' 和 BHMT 
R1: 5-GGTGGCYTCCTTSTGCT GC-3'， 以 鲈鱼 肝 
脏 cDNA 为 模板 扩 增 BHMT 基因 的 中 间 片 段 。 引 
物 均 由 Generay Biotech 公司 合成 。PCR 条 件 如 下 : 
94 CHAE 4 min; 94 °C 30 s, 57—55 'C30 s, 72°C 
1 min, 各 1 个 循环 ; 94 'C 30s, 54 °C 30 s, 72 °C 
1 min, 34 个 循环 ; 最 后 72 “CHET 5 min. TEA 
Beyotime 公司 生产 的 凝 胶 回 收 试剂 盒 回 收 PCR. 产 
物 ， 然 后 与 pMDIS-T 载体 进行 连接 , 转化 E. coli 
DH5a 感受 态 细 胞 后 ,于 含 氮 卞 青霉素 ( 终 浓度 100 
ugm DHI LB 琼脂 平板 上 37 人 过 夜 培养 ,筛选 阳 





















































































































































Perez-Sala, 2006)。 高 半 胱 氨 酸 还 可 由 和 蛋氨酸 合成 酶 
(methionine synthetase, MS, EC 2.1.1.13 ) 众 化 生成 
蛋氨酸 ， 该 酶 与 辅酶 B12 结合 ,催化 N5- 甲 基 四 氧 
叶酸 的 甲 基 转 移 到 高 半 胶 氨 酸 上 生成 蛋氨酸 ,因而 
叶酸 缺乏 时 补充 甜菜 碱 是 治疗 人 类 高 半 胱 氮 酸 血 
证 的 重要 手段 (Schifer et al, 2007). BHMT 基因 序列 
已 在 许多 生物 中 被 报道 (Fisher et al, 2002), 但 是 鱼 
类 BHMT 到 目前 为 止 仅 见于 黄 负 (Perca 
flavescens), 4m3kfj(Sparus aurata). -KVürEfk. PE 
4, fa (Danio rerio), F} (Paralichthys olivaceus) s . 

fi fi (Lateolabrax japonicus), k&fW JE A fi& fin 
属 ,是 一 种 广 盐 性 、 肉 食性 的 鱼 类 ,， 因 其 肉质 细 美 ， 
营养 丰富 , 广 受 国内 外 市 场 青睐 ,是 我 国 沿海 主要 
海水 养殖 鱼 类 之 一 。 本 实验 通过 PCR 和 RACE 技 
术 克 隆 了 鲈鱼 BHMT 基 因 全 长 ,并 对 其 进行 了 结构 
分 析 , 通过 RT-PCR 方法 检测 了 BHMT 基因 在 鲈鱼 
晶 织 中 的 分 布 ， 同 时 检测 了 盐 度 和 甜菜 碱 对 鲈鱼 各 
晶 织 中 BHMT 基因 表达 的 影响 ,为 今后 研究 BHMT 
功能 及 鱼 类 渗透 压 调 节 机 制 英 定 基 础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 总 RNA 的 提取 和 cDNA 的 合成 
克隆 基因 所 用 馈 鱼 取 自 浙江 象山 黄 避 吞 养殖 
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性 克隆 菌株 , 经 pMDIS-T 载体 通用 引物 PCR 鉴定 ， 
正确 的 克隆 要 送 上 海 Invitrogen 生物 有 限 公 司 测 序 。 
13 3'RACE 扩 增 和 S'RACE 扩 增 

RACE PCR 扩 增 按照 Clontech 公司 的 
SMARTIMRACE cDNA Amplification Kit 的 说 明 书 
进行 , 取 1 ug 肝脏 总 RNA 按照 说 明 书 合成 3'Ready 
cDNA 和 5'Ready cDNA。 根 据 获得 的 中 间 片 段 序列 ， 
设计 特异 性 引物 3'RACE P1: 5-CCTGTGACCT- 
GGCACGAG AAGTAGC-3' 和 5'RACE P1: 5-CCT- 
GATGTGGTAAGGCTCAAATCCGC A-3'， 分 别 以 
3READY cDNA 和 5' READY cDNA 为 模板 ， 
3RACE P1 和 5'RACE P1 引物 ， 以 及 试剂 盒 提供 的 
通用 引物 UPM 进行 3 了 ACE 和 5RACE 第 一 轮 PCR. 
RN. PCR 反应 条 件 如 下 : 94 'C 30s, 72 'C 3 min, 5 
个 循环 ; 94 °C 30 s, 70 'C 30 s, 72 C 3 min, 5 个 循 
IR: 94 C 30 s, 68 C 30 s, 72 C 3 min, 25 个 循环 ; 
最 后 72 CEH 8 min。 以 第 一 轮 PCR 产物 稀释 50 
倍 作为 模板 , 设计 梨 氏 引物 3'RACE P2: 5'-CTGC- 
TGCGGATTTGAGCCTTACC-3' 和 S'RACE P2: 
5'-ATGGATGGGCACTTGGGACGACC-3' 。 再 以 
3RACE P2. S'RACE P2 和 试剂 盒 提 供 的 引物 
Nest-UPM 分 别 进行 第 二 轮 PCR 扩 增 。PCR 反应 条 
件 如 下 : 预 变性 94 °C 3 min; 94°C 30 s, 68 C 30 s, 
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3 期 钱 云霞 等 ， 盐 度 和 甜菜 碱 对 鲈鱼 














10 min。 产 





72 °C 3 min, 30 个 循环 ; 最 后 72 CEA 
物 的 回收 、 测 序 方法 同 1.2。 
1.4 鲈鱼 BHMT 基因 cDNA 














序列 和 和 蛋白质 序 列 的 















































分 析 
获得 鲈鱼 BHMT cDNA 全 长 序列 后 , 用 Bioedit 
软件 推测 其 编码 的 氨基 酸 序 列 , 在 NCBI 中 用 























BLAST 进行 同 源 性 检索 ,并 用 MEGA 4 中 的 临 位 相 
联 法 (Neighbor-joining, NJ) 构 建 BHMT 氨基 酸 序 列 
系统 进化 树 。 构 建 系 统 树 所 用 动物 及 其 BHMT 序列 
号 如 下 : 黄 鲍 (Perca flavescens, ABU63967). 43k 
fil .Sparus aurata, ABF06673)、 大 西洋 刍 (Salmo salar, 
NP 001133157)、 斑 马 鱼 (Danio rerio, NP_001012498)、 
牙 鲜 (Paralichthys olivaceus, ABM88795). 3EZITUMS 
(Xenopus laevis, NP 001088416). A(Homo sapiens, 
NP_001704)、 黑 猩猩 (Pan troglodytes, XP. 517686). 
A BR (Mus musculus, NP_057877)、 牛 (Bos taurus, 
NP SUG): 
15 盐 度 对 鲈鱼 BHMT 表达 的 影响 

盐 度 实验 在 室内 白色 圆 桶 内 进行 ,每 桶 水 体积 
为 100 L, 水 温 (25+0.1)'C, pH 7.2+0.1， 期 间 不 间 
断 充 气 ， 实 验 用 鲈鱼 平均 体重 120 g, 实验 选取 15 
条 平均 体重 为 120 g 的 鲈鱼 ， 分 成 3 组， 实验 海 水 盐 
度 为 2$S+t0.1。 实 验 开 始 后 ， 高 盐 组 : 逐步 换 
入 部 分 曝 气 人 工 高 盐水 24 h 后 盐 度 升 至 29， 低 盐 
组 : 换 入 部 分 曝 气 自来水 24 h 后 盐 度 降 为 12; 对 
照 组 : 换取 部 分 海水 盐 度 保持 在 23。 再 经 过 5 h 后 ， 
各 组 取 5 条 鲈鱼 。 实验 期 间 不 投 饵 , 没有 鲈鱼 死亡 。 
用 Sigma 公司 生产 的 MS-222(1:2000) 麻 醉 后 快速 取 
EILA, o. HR. Hp. 8E. BT. He. Uf. HB. NECS 
10 个 组 织 , 提取 总 RNA， 逆 转录 成 cDNA, RT-PCR 
检测 实验 组 和 对 照 组 鲈鱼 各 组 织 BHMT 基因 的 表 
达 。 RT-PCR 跨 内 含 子 引物 为 : BHMT F2: 5'- 
TGTGACCTGGCACGAGAAGTAG-3'; BHMT R2: 
5-TGTGGTAAGGCTCAAATC CGCA-3', PCR 产物 
长 度 为 610 bp. LA 18S 作为 内 参 对 照 , 517 18S F: 
5'-GTAGTTCCGACCATAAACGATGCC-3'; 18S R: 
5'-AGAAGTTGGACGCCGACCGCAC-3', PCR 产物 
长 度 为 373 bp. 18S 的 扩 增 条 件 为 : 预 变性 94 °C, 
4 min; 94 'C 30 s, 58 °C 30 s, 72 °C 30 s, 28 个 循环 ; 
72 °C 10 min. BHMT 基因 的 扩 增 条 件 为 : 预 变性 
94 °C 4 min; 94 'C 30 s, 55 °C 50 s, 72 °C 1 min, 35 
个 循环 ; 72 °C 10 min. Hj Gel-Pro Analyzer 4 凝 胶 定 
量 分 析 软 件 分 析 电 泳 图 片 , 求 得 的 BHMT 基因 与 







































































































































































































































































鱼 BHMT mRNA 表达 的 影响 279 














18S PCR 产物 量 的 比值 ,并 用 此 值 代表 BHMT 基因 
mRNA 的 相对 表达 量 。 

Real-Time Quantitative PCR 检测 盐 度 对 鲈鱼 肝 、 
肠 和 肾 BHMT mRNA 表达 的 影响 。 取 各 组 鲈鱼 肝 、 
肠 和 肾 1 ug 总 RNA 按照 TaKaRa 公司 的 
PrimeScriptrM RT Reagent Kit 说 明 书 逆转 录 第 一 链 
cDNA.BHMT 的 Real-Time Quantitative PCR 引物 为 : 
BHMT F3: 5'-CTGGGGCACAAATCAACGAG-3' 
和 BHMT R3: S-ATGTCTCCCTCTGGTCCGAT 
G-3'。 扩 增 条 件 为 : 95 'C 10 s; 95 C 5s, 56 'C 30s, 
72 'C 20 s , 40 MBH; 最 后 72 C 延 伸 10 min, PCR 
产物 长 度 为 295 bp. 作为 内 参 对 照 B-actin 的 引物 为 
B-actin F : 5'-TGTGCAAAGCCGGATTCG-3' 和 
B-actin R: 5'CCTCTCTTGCTCTGGGCTTCA-3', 
PCR 产物 长 度 为 142 bp。 扩 增 条 件 为 : 95 C 10 s; 
95 C 58,56 'C 305,72 C 20s, 40 个 循环 。 扩 增 
在 Rotor-Gene 6000 荧光 定量 PCR 仪 上 进行 。 
Real-Time Quantitative PCR 结束 后 对 扩 增 产物 进行 
炊 解 曲线 分 析 ， 以 确保 特异 性 扩 增 ,根据 标准 曲线 
计算 样品 中 BHMT 基因 mRNA 的 拷贝 数 。 设 定 
对 照 组 BHMT 在 肝脏 中 的 表达 量 为 1, 根据 BHMT 
在 各 组 中 的 表达 相对 量 作 图 。 实 验 结果 用 SPSS 
统计 软件 进行 T test 检验 , P<0.05 表示 差异 有 显 
著 性 。 
1.6 ”甜菜 碱 对 鲈鱼 肝 、 上 肠 和 肾 BHMT 基因 表达 的 

影响 

jt 鱼 大 小 和 养殖 条 件 同 1.5 对 照 组 ,甜菜 碱 
(Sigma 公司 ) 以 PBS 为 溶剂 , 注射 浓度 为 : 400 
mg/kg 体重 ,注射 量 为 0.1 mL, i PBS 对 照 
组 。 鲈鱼 用 MS-222 腑 醉 后 腹腔 注射 。 实 验 期 间 
鲈鱼 生活 状态 良好 ， 无 死亡 。 注 射 5h 麻醉 后 解 
Hil With, SEO ZA AT RS 4 条 鲈鱼 ， 取 肝 、 肠 
和 肾 组 织 , 用 Real-Time Quantitative PCR 检测 甜菜 
碱 对 鲈鱼 肝 、 肠 和 肾 BHMT 基因 表达 的 影响 ， 具 
体 方法 同 1.5。 


2 fd R 


2.1 ”鲈鱼 BHMT £K cDNA 的 克隆 和 序列 分 析 
利用 兼并 引物 BHMT F1 和 BHMT RI 从 鲈鱼 
肝脏 cDNA 中 扩 增 得 到 长 度 为 954 bp 的 片段 ， 与 预 
期 大 小 相符 , PCR 产物 克隆 测序 后 经 BLAST 分析 而 
认为 鲈鱼 BHMT 的 核心 序列 。 根 据 该 核心 序列 设计 
AX PCR 引物 , 分 别克 隆 得 到 517 bp 的 3'RACE 产 
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物 和 1151 bp 的 SRACE 产物 。 将 获得 的 3'« STR 80%; 与 非洲 爪 蜂 的 同 源 性 为 80%; 与 人 、 





序列 与 核心 序列 拼接 最 终 得 到 BHMT 基 


75 bp 处 为 起 始 密 


码 子 ATG, 1 276~1 278 bp 处 为 终 




















32 卷 





因 的 全 长 ” 牛 及 小 鼠 的 同 源 性 分 别 为 79%、79%、78% 和 77%。 
cDNA 序列 。 结 果 表 明 , BHMT 基因 cDNA 序列 全 用 http://www.expasy.ch/prosite/ 分 析 BHMT 配 体 结 
长 为 1461 bp, 含 一 个 1 206 bp 的 开放 阅读 框 , 73— — 合 位 点 ,发 现 三 个 210、292、293) 可 以 与 Zn £i 





















































的 半 胱 氨 酸 残 基 位 点 ,将 鲈鱼 BHMT 的 氨基 酸 序列 


止 密码 子 TGA, 编码 一 个 由 401 个 氨基 酸 组 成 的 重 ”与 人 、 小 鼠 和 黄 鲈 氨基 酸 序列 比 对 分 析 发 现 这 三 个 


白质 (图 1)， 典 型 加 尾 信号 AATAAA 位 于 polyA 起 
点 上 游 14 bp。http://ca.expasy.org/tools/ 线 软件 分 析 — 1300 位 (图 2)。 


2 BHMT 的 同 源 ' 
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EE 胱 氨 酸 残 基 位 点 对 应 于 人 和 小 鼠 的 第 217. 299 


表明 , 该 蛋白 质 相对 分 子 质 量 为 44.32k、 等 电 点 头 软件 MEGA 4 中 的 临 位 相 联 法 (Neighbor- 
7.21, 已 经 递交 GenBank, 序列 号 为 : HQ008859。 joining, Nj) 构建 BHMT 氨基 酸 序 列 系 统 进化 树 (图 
生 比 较 和 系统 发 育 分 析 3), 其 结果 表明 ， 整 棵 树 分 成 两 徐 : 哺乳 类 和 两 栖 类 

将 鲈鱼 与 黄 鲈 等 十 个 物种 的 BHMT 进行 氨基  ” 形成 一 簇 , 鱼 类 独立 成 艇 。 鲁 鱼 与 黄 铺 、 金 头 钢 有 

















酸 序列 BLAST 分 析 后 发 现 , 鲈鱼 与 同 为 铺 形 目的 
黄 馈 同 源 性 最 高 , 为 93%; 5WOEHIAGKÜS. SE — 缘 关 系 较 远 , 这 与 传统 分 类 学 上 结果 相符 ， 
WAI AEE. MB ARSE fa. EHTE 鱼 、 金 头 鳝 、 黄 鲈 同 属 鲈 形 目 。 

也 都 有 较 高 的 同 源 性 , 分 别 为 91%、83%、82% 和 














Fig. 1 


星 号 :终止 密码 子 ; 

































































ACTCTCTGGGTCAAAAGAAGTGGCTCGCTGTTACCAAGCGCTTAGT TCTGCAACTGAAACTGGGAAAAAGAG 
ATGGCACCTGTCAAGAAGGGTATCCTTGAGCGTCTGAATGCTGGGGAGGTGGTGATTGGCGATGGAGGCTTT 
HAP VK EG I LE RL N AG EV V I GD GG F 
GTGTTTGCTCTGGAGAAGCGGGGGTATGTGAAGGCCGGGCCATGGACTCCTGAGGCTACTGTCACACACCCT 
VE & LE K ROG Y V EK CA G P. W.T P.E Àk TI V.T H P 
GAGGCTGTGCGGCAGCTGCACAGGGAGTTCCTGAGGGCAGGATCTAACATCATGCAG ACATTCACGTTCTAC 
E A Y RQLHHREFLRAGSNINQITFITFIYS 
GCCAGTGATGACAAACTGGAGAACTGGGGTCAGACCTTGAAGATCTCTGGGGCACAAATCAACGAGGCAGCT 
à SDDELENWGGQTLEKISGAGQINEAMA 
TGTGACCTGGCAAGGGAAGT AGCCAGTGAAGGAGATGCACTGGTAGCCGGCGGAGTG AGTCAGACTCCATCC 
CDL AR EV A S EG D AL VA G GV SQTP S 
TACCTGAGCTGCAAGAGCGAGACGGAAGTGAAGGCCATCTTCAAGAAGCAGCTGGAGGTGTTCATG AAG AA(G 
YL SCESET EVK ATI F KEKQLEV F HE XK 
AACGTGGATTTCCTGATTGCTGAGTACTTTGAGCATGTTGAGGAGGCAGAGTGGGCCGTGCAGGTACTGAAG 
NVDFLIAEYFEHVEEAERWM@AVAQAYVLE 
ACCAGCGGGAAGCCTGTGGCTGCTTCTATGTGCATCGGACCAGAGGGAG ACATGCACGGCGTTTCACCTGGA 
T SG KP VA ASNECIGPEGDHAMHGVSPG 
GAGTGTGCTGTCAGGCTGGTGAAGGCCGGTGCCCAGATTGTGGGAGTCAACTGCCACTTTGACCCCATGACC 
ECAVRLVKAGAQIVGVNCHFDPHMNT 
TGTGTGAAGACTGTCAAGATGATGAAGGAAGGAGTGGAGAAGGCCGGGCTTAAGGCTCACTACATGGTGCAG 
C VK TV KM NE EG V EK AGL EAH Y NY Q 
CCACTTGCCTTCCACACCCCCGACTGCAACTGTCAGGGATTCATCGACCTGCCAGAATTCCCCTTCGCCCTA 
POL EK F.H T. P D C.N C.Q G F I D.LP E.F P FA CL 
GAGCCCAGGATCCTGACCCGCTGGGACATGCACACAT ACGCCAG AGAGGOCTACAAGGTTGGCATCAGAT AC 
E P.R IL T RW DM HT Y AR EA Y KEK ¥ GIR F 
ATTGGAGGCTGCTGTGGGTTTGAGCCTTACCACATCAGGGCTCTGACAGAGGAGCTGGCCCCTGAGAGAGGG 
IGGCCGFEPYHIRALTEELAPER OG 
ATAATGCCCCCTGGCTCAGAGAAGCATGGAATGTGGGGTGCTGGTCTGGAGATGCACACCAAACCCTGGGTC 
In P PG SE EK HGHW®WGAG LERMHT KPA Y 
AGAGCCAGGGCCCGCCGTGACTACTGGGAGCAACTCTTGCCCGCGTCCGGTCGTCCCAAGTGCGCGTCCATS 
RAR ARRODY¥YWEQtLLPAS GRPKC A S 
TCCACACCAG AAGGCTGGGGCGTGACCAAGGGCCACGCCGACCTGCTACAGCACAAAGAGGCCACCACCACC 
S T P-E GW G VT EG HAD LOL Q HE EAT TOT 
CAGGAAATGAAGCACGTGCTGGAGAAGCAG AAG AAGGCCAAGTCCTCTGCGTGAGTGAGGCAGAGCTAGAAG 

a EM KHVLEK Q Ek EK AK SSA* 
GAGAATCTGTTAACAGGAGAGGGACGAGGGGGAAGGAGTCTTTCCGAGTTCAGTTTGGAGATAAAAAGCACT 
GGTAACAGCGATGCTCCAGTTGTGGAGTATTATGTAAACCCCAAAACAATAAACCTGAGTTTGTAACAAAAA 
AAAAAAAAAGAAAAAAAAAAA 
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图 1 f/f) BHMT 全 长 cDNA 序列 及 其 编码 的 氨基 酸 
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288 
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360 
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432 
120 
504 
144 
576 
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648 
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720 
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792 
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936 
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1008 
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1080 
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1152 
369 
1224 
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368 
1440 
1461 





The full-length cDNA and deduced amino acid sequence of BHMT from Lateolabrax japonicus 





H: 加 尾 信 号 。The asterisk (*) indicates stop codon, the shadow indicates poly (A) signals. 
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人 H. sapiens 

BR M. musculus 
fi p. flavscens 
ff 


小 
Ha fi 
fi L. japonicus 


鲈鱼 





H. sapiens 

M. musculus 
P. flavscens 
L. japonicus 


T 
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mI 
BER 


H. sapiens 

M. musculus 
P. flavscens 
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m 
FZ 
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Sy 
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RS 


H. sapiens 

M. musculus 
P. flavscens 
L. japonicus 
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S 
or 
RS 


M. musculus 
P. flavscens 
fifa L. japonicus 


人 H. sapiens 
鼠 


人 H. sapiens 

FR M. musculus 
P. flavscens 
L. japonicus 


b> 
rT 
or 


Sy 
mE 
pru xm 


人 H. sapiens 

FR M. musculus 
w P. flavscens 
鲈鱼 L. japonicus 


人 H. sapiens 
小 鼠 M. musculus 
黄 鲈 P. flavscens 


人 H. sapiens 
/ NER M. musculus 
Bif) P. flavscens 
鲈鱼 L. japonicus 








钱 云霞 等 ， 盐 度 和 甜菜 碱 对 鲈 色 BHMT mRNA 表达 的 影响 


10 20 30 40 50 
Per Ch (eee cand Eon ARCA rns EISE EE eee (Pore we | 
MPPVGGKKAK KGILERLNAG EIVIGDGGFV FALEKRGYVK AGPWTPEAAV 
MAPVAGKKAK KGILERLNAG EVVIGDGGFV FALEKRGYVK AGPWTPEAAV 
MAPG----- K KGIIERLNAG EVVIGDGGFV FALEKRGYVK AGPWTPEASV 
MAPV----- K KGILERLNAG EVVIGDGGFV FALEKRGYVK AGPWTPEATV 

60 70 80 90 100 


yes eee ose dace D yb RE Ier Rs 
EHPEAVROLH REFLRAGSNV MQTFTFYASE DKLENRGNYV LEKISGQEVN 
EHPEAVROLH REFLRAGSNV MQTFTFYASE DKLENRGNYV AEKISGOQKVN 
THPEAVRQLH REFLRAGSNV MQTFTFYASD DKLENRG--Q NLRLSGVQIN 
THPEAVROQLH REFLRAGSNI MQTFTFYASD DKLENWG--O TLKISGAQIN 


110 120 130 140 150 
sass o1]: 2] ----10) as sate 
EAACDIARQV ADEGDALVAG GVSQTPSYLS CKSETEVKKV FLQQLEVFMK 
EAACDIARQV ADEGDALVAG GVSQTPSYLS CKSEVEVKKI FROQLEVFMK 
EAACDLAREV ASEGDAMVAG GVCOTPSYLS CKSEIEVKAI FKKQLEVFMK 
EAACDLAREV ASEGDALVAG GVSQTPSYLS CKSETEVKAI FKKQLEVFMK 


160 170 180 190 200 
二 
KNVDFLIAEY FEHVEEAVWA VETLIASGKP VAATMCIGPE GDLHGVPPGE 
KNVDFLIAEY FEHVEEAVWA VEALKASGKP VAATMCIGPE GDLHGVPPGE 
KNVDFLIAEY FEHVEEAEWA VOVLKTSGKP VAASLCIGPE GDMHGVSPGE 
KNVDFLIAEY FEHVEEAEWA VOVLKTSGKP VAASMCIGPE GDMHGVSPGE 


210 220 230 240 250 
$22 dildo lllo bl RB or I I Penne J sss fse.. 
CAVRLVKAGA SIIGV FD PTISLKTVKL MKEGLEAARL KAHLMSQPLA 
CAVRLVKAGA SIVGV FD PSVSLQTVKL MKEGLEAARL KAYLMSQPLA 
CAVRLVKAGA QIVGV FD PMTCVKTVKM MKEGVEKAGL KAHYMVQPLA 
CAVRLVKAGA QIVGV FD PMTCVKTVKM MKEGVEKAGL KAHYMVQPLA 


260 270 280 290 300 
Wo em 1D] 1D] :--1]) 1) ---]) e---1])]:---C1] 
YHTPDCNKQG FIDLPEFPFG LEPRVATRWD IQKYAREAYN LGVRYIG 
YHTPDCGKQG FIDLPEFPFG LEPRVATRWD IQKYAREAYN LGVRYIG 
YHTPDCNCQG FIDLPEFPFA LEPRILTRWD MHTYARVAYK AGIRFIG 
FHTPDCNCQG FIDLPEFPFA LEPRILTRWD MHTYAREAYK VGIRYIG 


310 320 330 340 350 
ee ete s o e uei ao ses a ooo ete I sio sl 
GFEPYHIRAI AEELAPERGF LPPASEKHGS WGSGLDMHTK PWVRARARKE 
GFEPYHIRAI AEELAPERGF LPPASEKHGS WGSGLDMHTK PWIRARARKE 
GFEPYHIRAI AEELSIERGI MPPASEKHGM WGAGLEMHTK PWVRARARRD 
GFEPYHIRAL TEELAPERGI MPPGSEKHGM WGAGLEMHTK PWVRARARRD 


360 370 380 390 400 
人 
YWENLRIASG RPYNPSMSKP DGWGVTKGTA ELMQOKEATT EQOLKELFEK 
YWONLRIASG RPYNPSMSRP DAWGVTKGAA ELMOOQKEATT EQOLRELFEK 
YWEHLSPASG RPTCPSMSTP EGWGVTKGHA DLLQHKEATS TOEMKHVLEM 





QK-FKSQ- 406 
QK-FKSAQ 407 
QKKAKSSA 401 
QKKAKSSA 401 


图 2 A. pAn WERE BHMT 氨基 酸 序列 比较 
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Fig. 2 The Comparison of BHMT amino acid sequences from Homo sapiens, Mus musculus,Perca flavescens and Lateolabrax japonicus 




















2.3 ”鲈鱼 BHMT 基因 的 组 织 表达 及 盐 度 对 其 表达 29h1) 29 EEE MAD 29 h 的 12 度 低 盐 度 
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的 影响 
用 RT-PCR 分 析 BHMT 基因 在 鲈鱼 肌肉 、 心 、 
HF. Ha. "E. HE. HR 10 个 组 织 中 的 



































J, “if BHMT 基因 仍然 只 在 肝 
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量 分 析 软 件 分 析 上 述 RT-PCR 








、 肠 和 时 





b — 三 个 组 


只 有 表达 (图 4B 和 4C)。 用 Gel-Pro Analyzer 4 WER 























电 沪 图 ， 结 
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ERRE AMRA 610 bp 的 目的 条 带 出 ”高 盐 度 组 鲈鱼 BHMT 基因 mRNA 在 肝 、 肠 和 肾 三 











在 肝 和 肾 的 表达 量 明 显 高 于 肠 ( 图 4A)。 经 过 





个 组 织 的 表达 低 于 对 照 组 ( 盐 度 25 度 )， 














而 低 盐 
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Mi pz ee a 度 组 在 时、 肠 和 肾 三 个 组 织 的 表达 高 于 对 照 组 (图 
Am 5A)。 用 定量 PCR 进一步 检测 盐 度 对 鲈鱼 BHMT JE 
70 E ial cies uin KHEM PA AeA AY SUR AER, M RT-PCR 检 
51 Paralichthys olivaceus 

Xenopus laevis 测 结 果 一 样 ， 高 盐 度 组 鲈鱼 肝 、 肠 和 肾 三 个 组 织 

100 m Homo sapiens 
100 Mun BHMT 基 因 的 mRNA 表达 量 显著 下 降 ,分 别 是 对 照 
^a 80 quii 组 的 49%(P «0.05). 81% (P<0.05) 和 28% (P«0.05). 


低 盐 度 组 鲈鱼 BHMT 基因 mRNA 在 肝 、 肠 和 肾 中 
的 表达 量 高 于 对 照 组 , 分 别 是 对 照 组 的 1.38 倍 
































图 3 ”鲈鱼 与 其 他 物种 BHMT 氨基 酸 序列 进化 树 
Fig.3 Phylogenetic tree of BHMT amino acid sequence of 









































Lateolabrax japonicus and those of other species (P<0.05)、1.63 倍 (P<0.05)、1.91 倍 (P<0.05), 见 图 5B. 
A: control M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
750 






































图 4 鲈鱼 各 组 织 BHMT 在 盐 度 刺激 后 的 RT-PCR 电泳 图 谱 











Fig.4 The RT-PCR electrophoresis pattern of Lateolabrax japonicus BHMT after salinity challenge 
A: XERA; B: 高 盐 组 ; C: 低 盐 组 ; M: DNA 相对 分 子 质量 标准 ; 1: 肌肉 ; 2: 心 ; 3: 眼 ; 4: 脑 ; 5: fib 6: 肝 ; 7: 肠 ; 8: 肾 ; 9: 脂肪 组 织 ; 10: 脾 。 
A:control; B:high salinity; C:low salinity; M:DNA marker ; 1:muscle; 2:heart; 3:eye; 4:brain; 5:gill; 6:liver; 7:intestine; 8:kidney; 9:fat tissue; 10:spleen. 




























































































































































































E B = +E `, Y 
zw m AE BHMT 基因 的 表达 , 结果 表明 ， 鲈 鱼 在 经 过 5 h 的 甜 
BN Wan u 

HE a5 = £121 Group challenged with high salinity 菜 碱 作用 后 , BHMT 基因 在 肝 、 肠 和 肾 组 织 中 的 表达 
E. = a o $242 Group challenged with low salinity zs 、 站 ni 
Rex 20 量 均 有 增加 , 分 别 是 对 照 组 的 2.13 4%(P<0.05), 4.18 
m " N 
FSE 15 倍 (P<0.05) 和 9.59 倍 (P<0.05)， 见 图 6。 
Eok 10 
erm 
B E 0.5 3.0 p 日 对 照 组 Control group 

© sina "HH = .四 甜菜 碱 组 Group challenged with betaine 

Š 。 . 2.5 F 

m 肝 Liver 肠 Intestine 肾 Kidney 喇 m a 

= B: Real-Time Quantitative PCR 入 E 各 2.0 上 

a IN S 
ney 16 = oXfH82H Control group px 3 = 15. 
zq og 1.4 a 盐 升 组 Group challenged with high salinity = a5 
Re S 1.2 o 盐 降 组 Group challenged with low salinity E 5T 
R galo = omlor 
5E SC 08 ma 
c $z06 = $ 05| : 
Z Zm 04 : 
ms 02 _ T ; 

m 0 ] 一 一 一 = [7] HF Liver 肠 Intestine ' Kidney 

= 肝 Liver JH Intestine ' Kidney " AATRE : 

" 46 定量 PCR 检测 甜菜 碱 对 鲈鱼 肝 、 肠 和 
图 5 盐 度 对 鲈鱼 肝 、 肠 和 肾 BHMT 表达 的 影响 i3 BHMT 表达 的 影响 
Fig. 5 Effect of salinity on the SXpTeSSIoN of Lateolabr ay Fig.6 Effect of betaine on the expression of Lateolabrax 
japonicus BHNIT n liver, intestine and kidney japonicus BHMT in liver, intestine and kidney by 
A: RT-PCR; B: Real-time quantitative PCR Real-time quantitative PCR analysis 
2.4 甜菜 碱 对 鲈鱼 肝 、 肠 和 肾 BHMT 基因 表达 的 
ia 3 i it 
影响 


























用 定量 PCR 检测 甜菜 碱 对 鲈鱼 肝 、 肠 和 肾 组 织 BHMT 是 一 个 由 6 个 相同 的 亚 基 组 成 的 甲 基 转 
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移 酶 ,位 于 胞 浆 中 ,催化 胆 碱 氧化 途径 中 甜菜 碱 的 
1 基 转 移 反 应 ,使 高 半 胱 氨 酸 甲 基 化 生成 蛋 氮 酸 。 

和 另 一 个 催化 NS- 甲 基 四 氧 叶酸 的 甲 基 转 移 使 高 半 
胱 氨 酸 甲 基 化 生成 蛋氨酸 的 MS 一 样 , BHMT th 
有 Zn 依赖 的 硫 醇和 三 醇 甲 基 转移 酶 家 族 的 结构 
特征 (Breksa & Garrow, 1999), 即 具 有 G(ILV)NCX 
结构 的 基 序 A 和 具有 (ALV)X(2)(LV)GGCCX(3) 
PX(2)l 结构 的 基 序 B(Millian & Garrow, 1998; 
González et al, 2004)。 人 BHMT 的 基 序 A 和 了 B 分 别 
是 GVNCH2 fll VRYIGGCCGFEPYHI*” (Breksa & 
Garrow, 2002)。 研 究 表明 ， 人 BHMT 这 两 个 结构 基 
序 中 的 三 个 半 胱 氮 酸 (217、299 和 300) 与 Zu? BEA 
后 才 激活 高 半 胱 氨 酸 ,但 如 果 将 其 中 的 任何 一 个 半 
胱 氮 酸 进行 突变 , BHMT 都 将 无 法 与 Zn”* 结 合 而 失 
去 催化 功能 (Pajares & Perez-Sala，2006)。 对 鲈鱼 




































































































































































BHMT 的 表达 (Martin & Finkelstein, 1981), JF HX 
些 甲 基 供 体 的 吸收 量 和 BHMT 的 表达 量 之 间 存 在 
剂量 相关 性 (Junnila, 2000), 同样 在 鸡 饵料 中 加 入 甜 
菜 碱 后 , BHMT 的 活性 可 增加 (Craig, 2004). BHMT 
是 催化 分 解 甜菜 碱 的 ,因而 当 体 内 甜菜 碱 含量 升 高 
后 刺激 BHMT 基因 的 表达 量 增加 (Balinska & 
Paszewski, 1979)。 由 于 BHMT 的 启动 子 上 有 许多 激 
素 的 调控 元 件 ， 所 以 激素 的 刺激 也 能 引起 BHMT 表 
达 的 变化 , 氧化 可 的 松 、 皮 质 醇和 曲 安 西 龙 都 能 增 
加 BHMT 的 活性 和 mRNA 水 平 , 而 生长 激素 只 能 
诱导 BHMT mRNA 转录 (Pajares & Perez-Sala, 
2006)。 在 不 受 激 素 影响 的 HepG2 细胞 系 中 用 荧光 
素 酶 报告 基因 系统 研究 发 现 ， 甜 沫 碱 和 含 硫 氨基 酸 
的 浓度 能 改变 BHMT 启动 子 活性 , 但 是 它们 是 如 何 




























































































































































































BHMT 基因 cDNA 序列 分 析 表 明 , 鲈鱼 BHMT 
401 个 氨基 酸 组 成 ,其 基 序 A 与 人 BHMT 基 序 A 
























































三 个 半 胱 氨 酸 分 别 位 于 210. 292 和 293, E X 
BHMT 的 同 源 性 也 达到 79%， 推 测 我 们 克隆 的 鲈鱼 
BHMT 是 具有 催化 功能 的 酶 。 

BHMT 在 哺乳 动物 各 组 织 中 有 广泛 的 表达 
(Waditee & Incharoensakdi, 2001; Mckeever et al, 
1991), 主要 集中 在 肝 和 肾 ， 在 肝 中 的 表达 ， 甚 至 占 
全 部 蛋白 质 的 0.6% 一 1.6%(Yamashita et al, 2000; 
Mckeever et al, 1991)。 但 BHMT 的 表达 特征 也 因 生 
物 物 种 而 异 , 如 人 、 猪 和 大 鼠 在 肾 中 的 表达 量 就 较 
低 (Yamashita et al, 2000), 而 羊 的 胰腺 、 猕 猴 的 晶 状 
体 中 BHMT 均 有 很 高 的 表达 量 (Mckeever et al, 
1991). fä BHMT 的 表达 模式 与 哺乳 动物 基本 一 
a, RAIH RT-PCR 检测 鲈鱼 的 肌 、 心 、 眼 、 脑 、 
fg. BE. Wa. EFE. HR 10 个 组 织 , BHMT 只 在 肝 、 
肠 和 肾 有 较 高 的 表达 。 

Craig(2004) 研 究 表明 ,机 体 对 BHMT 的 调控 主 
要 发 生 在 转录 水 平 , 食物 是 引起 其 表达 变化 的 最 主 
要 因素 之 一 。 当 喂 以 蛋氨酸 缺乏 的 食物 时 ， 大 鼠 肝 
脏 的 BHMT mRNA 含量 和 酶 活性 均 有 提高 (Park & 
Garrow，1999)。 和 蛋氨酸 含量 受到 限制 时 , 食物 中 增 
加 甜菜 碱 和 胆 碱 等 甲 基 




































































































































































































































































基 供 体能 更 大 程度 地 诱导 
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摘要 : 该 文采 用 RT-PCR 和 cDNA 末端 快速 扩 增 技术 (rapid-amplification of cDNA ends, RACE) 从 尼 罗 
罗 非 鱼 (Oreochromis niloticus) 下 丘脑 总 RNA 中 获得 了 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 基 因 的 cDNA 全 长 序列 。 该 cDNA 
全 长 648 bp， 其 中 开放 阅读 框 的 长 423 bp, 编码 Orexin 前 体 蛋 白 为 140 个 氨基 酸 , 包括 37 ‘ene S Bk. 43 
个 氨基 酸 的 Orexin-A、28 个 氨基 酸 的 Orexin-B 和 末尾 32 个 氨基 酸 组 成 的 功能 不 详 的 多 肽 。 采 用 Real-time PCR 4% 
术 对 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 基 因 的 组 织 表 达 模 式 以 及 在 摄食 前 后 、 饥 饿 和 再 投 喂 状态 下 的 表达 量变 化 进行 了 而 
究 。 结 果 显 示 , 在 脑 部 和 外 周 等 18 个 组 织 中 都 检测 到 了 Orexin 前 体 基 因 的 表达 ,其 中 在 下 丘脑 中 表达 量 最 高 ; 在 
摄食 前 后 ,， 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 基 因 的 表达 量 显著 低 于 在 摄食 状态 中 ; 饥饿 2、4、6 和 8 d 后, Orexin 前 体 基因 
在 下 丘脑 中 的 表达 量 与 正常 投 喂 组 相 比 均 显 著 升 高 ,饥饿 4 d 再 投 喂 后 ， 表 达 量 又 恢复 至 正常 水 平 。 这 些 结果 表 
明 , Orexin 在 尼 罗 罗 非 鱼 摄食 中 可 能 有 着 重要 的 调节 作用 。 


Kia: 尼 罗 罗 非 鱼 ; Orexin; 克隆 ; 表达 ; 摄食 
中 图 分 类 号 : Q78; Q959.483 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0285-08 
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Molecular cloning, tissue distribution and the expression in the 
regulation of food intake of prepro-orexin in Nile 
tilapia (Oreochromis niloticus) 


CHEN Wen-Bo'*"”, WANG Xin'*,ZHOU Ya-Lu',DONG Hai-Yan!, LIN Hao-Ran!, LI Wen-Sheng'” 


(1. State Key Laboratory of Biocontrol, Institute of Aquatic Economic Animals and Guangdong Provincial Key Laboratory for Aquatic Economic 
Animals, School of Life Sciences, Sun Yat-Sen University, Guangzhou 510275, China; 2. Department of Biology, School of 


Resources and Environment, Henan Polytechnic University, Jiaozuo 454000, China) 


Abstract: We cloned the full length of tilapia prepro-orexin cDNA using RT-PCR and rapid-amplification of cDNA 
ends (RACE). The full-length of prepro-orexin cDNA was 648 bp containing an open reading frame of 423 bp. The 140 
amino acid prepro-orexin protein included a 37 AA signal peptide, a 43 AA Orexin-A and, and 28 AA Orexin-B and the 
end of the 32 AA peptide of unknown function. The expression of prepro-orexin on tissue distribution, peri-prandial 
changes, starvation and re-feeding were quantified by real-time PCR. We found that prepro-orexin mRNA was present in 
all tissues tested and that the highest level was observed in hypothalamus. Expression levels were significantly higher at 
mealtime (0 h) than before (—2 h, —1 h) and after (+1 h, +2 h) mealtime. Fasting for 2, 4, 6 and 8 d caused significant 
increases in prepro-orexin mRNA expression in the hypothalamus, and after re-feeding, expression levels of prepro-o 
rexin mRNA returned to the same level compared to that in the fed group. 


Key words: Nile tilapia (Oreochromis niloticus); Orexin; Cloning; Expression; Food intake 
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鱼 类 摄食 和 食欲 的 调节 与 其 他 将 椎 动物 类 似 ， 
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子 机 理 提 供 理论 依据 ,为 研制 可 应 用 于 生产 的 促进 

















也 有 一 个 极其 复杂 的 机 制 , 包含 脑 和 外 周 组 织 信号 
的 精细 互 作 (Volkoff et al, 2005)。Orexin 由 Sakurai 
等 在 1998 年 发 现 ， 是 与 G 蛋白 偶 联 的 重要 神经 肽 ， 
包括 Orexin-A 和 Orexin-B( 也 称 为 hypocretin-I 和 
hypocretin-ID 两 种 。 它 们 是 同一 种 和 蛋白 前 体 的 水 解 
产物 ， 以 其 有 促进 摄食 作用 而 得 名 。Orexin 被 认为 
是 G 和 蛋白 偶 联 的 细胞 表面 受 体 的 配 体 , 也 有 人 认为 
具有 促进 摄食 的 功能 (de Lecea et al, 1998; Sakurai et 
al, 1998). Orexin-A 和 Orexin-B 均 来 自 同一 前 体 
-Orexin Jit, 经 蛋白 水 解 而 成 (Sakurai et al, 1998). 最 
初 用 放免 法 分 析 发 现 ，Orexin 大 量 分 布 在 下 丘脑 、 

延髓 、 脑 桥 和 中 脑 ， 大 脑 皮 层 中 也 含有 ,而 内 脏 器 
官 和 脂肪 组 织 则 无 。 随 着 研究 的 不 断 深入 , 发现 
Orexin 的 分 布 更 为 广泛 , 生理 功能 也 多 种 多 样 。 

Orexin 通过 其 受 体 发 挥 作用 ,参与 机 体 摄食 、 能 量 
稳 态 、 体 温 、 上 睡眠、 觉醒 周期 、 生 殖 、 内 脏 活动 和 
内 分 泌 等 方面 的 调节 (Adamantidis & de Lecea, 2008; 
Matsuki & Sakurai, 2008). Sakurai et al(1998) 也 克隆 
到 两 种 Orexin 32 fk: Orexin-1 5 4% (OX1R) 和 
Orexin-2 受 体 (OX2R)。 前 者 特异 性 地 与 Orexin-A 
Gf; 后 者 则 对 Orexin-A 和 Orexin-B 没有 选择 性 。 
目前 对 Orexin 的 研究 还 主要 集中 在 小 鼠 等 哺 
LOW), 近 几 年 来 才 开 始 对 鱼 类 进行 研究 。 目 前 只 
ER itr a BE i (Epinephelus coioides) (Zhang, 2006). 
z fä (Carassius auratus )(Miura et al, 2007)、 大 西洲 
fi; 41(Gadus morhus )(Xu & Volkoff, 2007)414& fit 
(Pleuronectes americanus )(Buckley et al, 2010) 中 成 
功 克隆 出 来 Orexin 前 体 基 因 。 斑 马 鱼 (Danio rerio ) 
(Kaslin et al, 2004; Faraco et al, 2006). 774% (Oryzias 
latipes) (Faraco et al, 2006). J ( Takifugu 
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鱼 类 摄食 和 生长 的 新 产品 打下 基础 。 
1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 

试验 用 尼 罗 罗 非 鱼 , 均 来 自 广东 省 国家 级 罗 非 
鱼 良 种 场 (广州 番 帅 )。 克 隆 和 组 织 表 达 所 用 罗 非 鱼 
体重 约 500 g,， 带 回 实验 室 , 冰 上 麻醉 迅速 分 离 出 
各 脑 分 区 及 外 周 等 18 个 组 织 , 用 DEPC 水 快速 洗 去 
残留 血液 ， 立 即 装 入 1.5 mL 离心 管 中 ， 液 所 速冻 ， 
然后 转 入 -80 保存 备用 。 

各 生理 实验 中 所 用 罗 非 鱼 平均 体重 为 (73.32 土 
3.54) g, 平均 体 长 为 (15.65 土 1.45) cm， 实 验 鱼 以 
18~20 循环 过 滤 水 饲养 , 正常 日 光 。 每 天 中 午 
12: 00 准时 投 喂 1.5% BW 的 饲料 , 饲料 购 自 中 山 
统一 企业 有 限 公 司 ， 实 验 前 至 少 驯养 2 周 。 

Trizol Reagent 、DNase I. SuperScript III'" 
RT-PCR ifr. Real-time PCR WAJA Platinum” 
SYBR^ Green qPCR SuperMix-UDG 购 自 Invitrogen 
(USA) 公 司 ; E.Z.N.A 质粒 提取 和 胶 回 收 试剂 盒 为 
Omega 公司 产品 ; Ins/Aclone™ PCR Product Cloning 
Kit 载体 连接 试剂 盒 、Taq DNA Polymerase , 
RevertAid'" H Minus M-MuLV reverse transcriptase 
kit 购 自 Fermentas(USA) Zr]; PCR 所 用 引物 由 上 
海 英俊 生物 技术 有 限 公司 合 成 ; 其 余 均 为 国产 分 析 
纯 试 剂 。 大 肠 杆菌 ( Escherichia coli) DH5a 由 本 实 
验 室 保存 。 

12 方法 

12. 引物 根据 NCBI GenBank 中 已 登录 的 哺 
乳 动物 、 鸡 、 大 西洋 鳃 鱼 、 斑 马 鱼 等 物种 的 Orexin 
前 体 基因 的 cDNA 序列 保守 区 域 , 设计 一 套用 于 扩 
























































































































































































































































































































































rubripes) (Faraco et al, 2006) 等 儿 种 模式 生物 凭 f 














增 中 间 片 段 的 简 并 引物 ， 共 有 两 条 上 游 引物 (P1 和 

















其 全 基因 组 序列 已 被 测定 的 优势 ， 也 已 被 预测 出 了 
Orexin 序列 。 同 时 ， 对 Orexin 摄食 调控 的 研究 也 仅 
仅 集 中 于 金鱼 (Volkoff et al, 1999; Volkoff et al, 2003; 
Miura et al, 2007)。 和 截至 目前 ， 对 养殖 经 济 鱼 类 摄食 
调控 的 研究 还 鲜 有 报道 。 

鉴于 Orexin 在 摄食 调控 中 的 重要 作用 以 及 尼 
罗 罗 非 鱼 的 重要 经 济 价值 , 本 文 从 尼 罗 罗 非 鱼 下 匡 
脑 中 成 功 克隆 出 Orexin 前 体 基 因 的 cDNA 序列 , 并 
对 其 组 织 分 布 模式 以 及 在 摄食 调控 中 的 表达 情况 
进行 了 研究 。 这 将 对 进一步 阐明 鱼 类 摄食 调控 的 分 










































































































































































P2) 和 一 条 下 游 引物 (P3)。 引 物 序列 见 表 1。 
122 JES SAE Orexin 前 体 基因 的 cDNA 克隆 
用 Trizol 法 提取 尼 罗 罗 非 鱼 下 丘脑 总 RNA, 260 nm 
下 的 吸光 值 衡量 RNA 的 浓度 , 然后 用 0.8% 琼 脂 糖 
Wb, 通过 28S 和 185 条 带 的 亮度 来 确定 总 RNA 完 
整 性 。 按 照 Invitrogen SuperScript II RT-PCR 试剂 
盒 说 明 书 合成 cDNA 第 一 链 。 扩 增 中 间 片 段 时 ， 第 
一 轮 以 P1 和 了 2 为 引物 。PCR 反应 程序 为 94C 预 
变性 3 min ,然后 94 C 变 性 30 s, 55 CHK 30 s , 72 °C 
延伸 30 s, 40 个 循环 后 72 人 延伸 10 min。 第 一 




















































































































3 期 陈 文 波 等 ; 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 基因 的 克隆 、 组 织 分 布 及 其 在 摄食 调控 中 的 表达 287 


表 1 用 于 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 基 因 cDNA 克隆 和 定量 PCR 所 需 引 物 序列 


Tab.1 Nucleotide sequences of the primers used for the cDNA of tilapia prepro-orexin and real-time PCR 


引物 Primer 





序列 Sequence 





克隆 中 间 片 段 所 需 引物 


Primers for partial fragment 





P1 5' ATG(GTC)(CT)GCTGCT(GC)(GT)CTC(AT)(GC)CT 3' 
P2 5 GGCATCCTCAC(GTC)CTGGGCAA 3' 
P3 5' TCCTC(AC)(AG)(AGCT)CCTCTT(GC)CCCAT 3' 


3'-RACE 所 需 引物 
Primers for 3-RACE 


Fl 5' AGAGGACGAGTATCGCTTTCAG 3' 
F2 5' TTTCAGAGCCGACTCCAACAG 3' 


S'-RACE 所 需 引物 
Primers for 5'-RACE 


RI 5' AATGGTCGTTCCAGATTGAG 3' 

R2 5' GICAGAATCCCTGCTGCTTG 3' 

接头 引物 

Adaptor primers 

AUAP 5' GGCCACGCGTCGACTAGTAC 3’ 

AAP 5' GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGG 3' 


实时 荧光 定量 PCR 引物 
Primers for real-time PCR 


qF1 5' GICCCTGCCGCCTTTATGTG 3 ' 

qR1 5' GCTTGGTTCCTGGAGCCTTG 3' 

18S-F 3 CCTGAGAAACGGCTACCACATCC 3' 
18S-R 3 AGCAACTTTAGTATACGCTATTGGAG 3' 


46 PCR 产物 稀释 100 倍 作为 模板 ， 进行 第 二 轮 梨 式 
PCR(Nested PCR), 引物 为 P2 和 P3, 反应 程序 同上 。 
根据 所 获得 中 间 片 段 序 列 设计 特异 引物 (F1、 

F2, R1 和 R2), 结合 RACE 试剂 盒 接头 引物 AAP 
和 AUAP, 进行 3-RACE 和 5'-RACE 扩 增 。 将 扩 增 
得 到 的 PCR 产物 在 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 上 电泳 分 离 
DNA Kft, 并 在 紫外 光 下 回收 目的 条 带 。 用 E.Z.N.A 
胶 回 收 试剂 盒 纯 化 目的 产物 , 然后 亚 克 隆 到 
PI 载体 上 ,挑选 阳性 克隆 并 进行 测序 。 

12.3 ”序列 分 析 ”将 所 获得 的 3 个 片段 用 DNAssist 
2.0 软件 进行 拼接 。 用 DNAtools 6.0 对 开放 阅读 框 
进行 分 析 并 翻译 成 蛋白 质 。 运 用 SignalP3.0 
Server(http: //www.cbs.dtu.dk/service/SignalP)3E17 fri 
号 肽 的 预测 。 运 用 Clustalx1.83 软件 对 多 个 物种 
Orexin 前 体 氨基 酸 序列 进行 比 对 ， 并 用 DNAstar $ 
件 对 各 序列 的 同 源 性 进行 计算 ,运用 Mega3.1 软件 ， 
采用 Neighbor-Joining 法 构建 举 椎 动物 Orexin 前 体 
蛋白 的 系统 进化 树 。 
1.2.4 JE 9 E dEf& Orexin 前 体 基 因 的 组 织 表 达 分 
Nr 提取 下 丘脑 (hypothalamus)、 垂 体 (pituitary)、 噬 
EK (olfactory bulb) . f fë (spinal cord) 、 端 脑 








































































































































































































(telencephalom)、 小 脑 (cerebellum)、 中 脑 (optic tectum). 
延 脑 (medulla oblongate)、 肝脏 (iver)、 肾 脏 (kindey)、 
脾脏 (spleen)、 脂 肪 (fat)、 头 肾 (head kindey)、 肌 肉 
(muscle)、 胃 (stomach)、 肠 (gut)、 心脏 (heart) 和 人 鳃 (gil]) 
等 18 个 组 织 总 RNA, 经 DNase I 处 理 后 ,按照 

《RevertAidIM H Minus M-MuLV reverse transcriptase 
kit》 说 明 书 , JH 1 pg RNA 进行 反 转录 。 将 反 转 录 
产物 稀释 10 倍 作为 Real-time PCR 反应 的 cDNA 模 
板 , 参照 《Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix- 
UDG ixi ix) 说明 书 准备 反应 体系 。Real-time PCR 
所 涉及 的 引物 设计 、 质 粒 的 浓度 梯度 制备 以 及 具体 
测定 方法 参照 Chen et al (2009) 进 行 , 具体 反应 程序 
如 下 : 首先 50 'C 反 应 2 min, ARE 95 C 预 变 性 
3 min, 然后 95 'C 预 变性 30 s, 55 "C. 384 30 s,72'C 
延伸 30 s， 共 进行 40 个 循环 , 最 后 进行 溶解 曲线 分 
析 ， 以 确定 PCR 扩 增 产物 特异 性 。 为 保证 结果 的 可 
信 性 , 进行 定量 PCR 反应 时 每 个 样品 设置 三 个 平行 。 
1.2.5 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 基 因 在 摄食 前 后 的 
表达 分 析 “实验 开始 前 ,所 有 实验 鱼 在 实验 条 件 下 
驯养 2 周 。 按 照 下 列 时 间 点 对 正常 喂养 下 的 罗 非 鱼 
进行 下 丘脑 取样 : 摄食 前 2h (-2 h)、 摄食 前 1h (71 
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h) de (0h). Aa 1 h (Ht1m 和 摄食 后 2h (+2 
h), 每 个 时 间 点 取 8~10 条 鱼 ,取样 、RNA 提取 及 定 
量 PCR 操作 参照 前 面 1.2.4 节 方 法 。 








































































































1.2.6 ”饥饿 和 再 投 喂 对 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 基 
因 的 表达 影响 “大 约 100 条 实验 色 分 成 3 组 :第 一 
组 正常 投 喂 组 ; 第 二 组 饥饿 组 ; 第 三 组 先 饥饿 4 d, 
从 第 四 天 开始 投 喂 。 实 验 鱼 经 过 2 周 的 驯养 后 进行 
实验 饥饿 处 理 ， 分别 在 处 理 后 第 2、4、6 和 8 天 取 

















样 ， 取 样 时 间 为 投 喂 后 4 ho FERRE RNA 提 
取 及 定量 PCR 操作 参照 前 面 1.2.4 节 方 法 。 
1.7. 数据 分 析 “分 别 以 含有 Orexin 和 18S rRNA 
基因 片段 的 质粒 浓度 梯度 所 对 应 的 Cr 值 和 质粒 浓 
度 的 负 对 数值 为 坐标 ， 做 出 标准 曲线 。 将 不 同样 品 
中 Orexin 和 18S rRNA 基因 的 表达 量 所 对 应 的 Cr 
值 与 标准 曲线 相对 照 ， 即 可 得 到 该 样品 所 测 基因 表 
达 量 的 相对 浓度 值 ， 最 后 以 目的 基因 同 内 参 基因 的 
比值 来 表示 目的 基因 的 相对 表达 量 (target gene/18S 
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研 R 32 卷 


rRNA). 

FUB GR H F E EE 25 (Means SEM)?oK 48 
示 。 采 用 SPSS13.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) 软 件 来 
分 析 数 据 , 用 Duncan's multiple range test 来 检测 统 
计 差 异 ， 当 P<0.05 认为 差异 显著 。 


2 fh R 


24 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 的 cDNA 序列 及 特征 

以 尼 罗 罗 非 鱼 下 丘脑 总 RNA 为 模板 , 采用 
RT-PCR 4l RACE 方法 成 功 克 隆 出 Orexin 前 体 基 因 
cDNA (此 序列 在 GenBank 数据 库 的 登录 号 为 : 
FJ871159). iX cDNA 全 长 648 bp, 其 中 5' 非 编码 
区 长 29 bp, 开放 读 码 框 423 bp, 3' 非 编 码 区 长 196 
bp (图 1)。 计 算出: 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 蛋 白 为 
140 个 氨基 酸 , 其 中 包括 37 个 氨基 酸 的 信号 肽 、 
43 个 氨基 酸 的 Orexin-A、28 个 氨基 本 的 Orexin-B 
和 末尾 32 个 氨基 酸 组 成 的 功能 不 详 的 多 肽 。 















































































































































1 agatgacttcccttcagacaacagagcag ATG TTG TGG TTC CCC ace AAG TTC CR GAA GCT 62 


1 


L © F P T E F Q E all 


63 GCT GGG ATG GAA ATG AAT AAC AGG AAA GCC ATG GTA TTG GTC TTG CTG CTG CTA CTG TCT 122 


12 à G E E E N N R E 


N V L V L L L L L S 3i 


123 CAG CTG GCC TGT GAC GCT CAC AGC GTG TCT GAG TGC TGC AGA GAA CCG TCT CGT CCC TGC 182 


32 Q L A C D A H S v 


E C C R E P S R P $55] 


183 CGC CTT TAT GTG TTG CTG TGT CGC TCA GGC AAC AAG GGA CCG GGT GGA GTC CTC ACG GAT 242 


S2 SR o cw Ne 


N E G P G G v L T p 71 





243 GAT GCG GCC GCT GGG ATC CTC ACT CTG GGC AAA CGA AAA GAG GAC GAG TAT CGC TIT CAG 302 


72 D A A A G I L T 





L MS o0: Y RUF 


a_ 91 








303 AGC CGA CTC CAA CAG CTC CTA CAA GGC TCC AGG AAC CAA GCA GCA GGG ATT CTG ACA ATG 362 
92 _S R L Q Qq L L Q + S R N Q A A G I L T M Ill 
363 GGG AAG AGA ACC AGA GAG AGA GCT GGG GAG CAG TAC ATG GAC TGG ATG GCT CAA TCT GGA 422 


112 MEM T 5 FE 5 4 5 


Q Y M D W M A Q S G 13] 


423 ACG ACC ATT ATG ACA CCC CTG CCT GTT TGA AA&CTAATCGAGTAAAACCAGGGACGCTGTTITAAATGAAA 49] 


132 T T I M T P L P V 


140 


492 aaagtcacactttacaccaaatgtatatttttttgctcagaaataatgtgzaatttgaatgtgatgtccaaattttaggza 570 


57| aaaatettctatattgtacataaaagggtctgtgatctaataaaaaagaatcaaagctgaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 648 
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图 1 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 的 全 长 cDNA 序列 和 推导 的 氨基 酸 序列 
The full-length cDNA sequence and deduced amino acid sequence of the tilapia prepro-orexin 
粗 体 : 序列 中 信号 肽 ， 单 下 划 线 : Orexin-A: WFR: Orexin-B; 阴影 : 蛋 




















切割 位 点 ;*: 终止 密码 子 ， 波 浪 线 : 加 尾 信和 号。 








Putative signal peptide was in bold letters. Orexin-A amino acid sequence was single underlined while Orexin-B was double underlined. Cleavage 


sites for proteolysis were shaded. Stop codon was indicated by asterisk (*). The two poly-adenylation signals (aataa) were wave-underlined. 














为 了 分 析 Orexin 前 体 蛋 白 的 结构 特征 ， 运用 
Clustalx1.83 软件 对 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 蛋 白 与 
其 他 物种 进行 了 比 对 (图 2)。 结果 显示 , 分别 存 在 于 





























中 则 分 别 是 Cys6、Cys7 、Cys12 和 Cys14。 另 外 ， 罗 
非 鱼 Orexin 前 体 蛋 白 与 其 他 物种 一 样 ，OrexinB 的 























Orexin-A 和 Orexin-B 末端 的 两 个 保守 切割 位 点 
GKR 和 GRR 在 罗 非 鱼 中 同样 保守 。 与 其 他 疹 椎 动 
物 一 样 , 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin-A 中 同样 存在 四 个 半 胱 
ZAM (Cys), 但 是 与 哺乳 动物 不 同 的 是 它们 所 处 的 
位 置 略 有 差异 。 在 罗 非 鱼 中 四 个 半 胱 氨 酸 的 位 置 分 
别 是 Cys6、Cys7 ~ Cys14 和 Cys21， 而 在 哺乳 动物 





































































































保守 度 要 高 于 Orexin-A 的 保守 度 。 同 时 ，Orexin-B 
后 的 多 肽 部 分 氨基 酸 变 异 则 较 大 。 

运用 DNAStar 软件 包 中 的 MegAlign 子 软件 计 
算 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 蛋 白 与 其 他 物种 的 同 源 
百分比 ,结果 显示 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin-A 与 fgu 同 源 
性 最 高 为 81.1%， 而 与 其 他 物种 则 较 低 ， 均 在 
36.4% 一 69.8% 之 间 ; Orexin-B 的 同 源 性 也 是 与 fugu 
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Tilapia MLWFPTKFGEAAGMEMN-NRKAMVL VLLLLLSQLACDAHSVSE——CCREPSRPCRLYVLLCR————5G 





Medaka — wypPSNVYRAAGMETS-NRKSLALVLMLLLSQADCDPHSVAE—CCRKPSRSCPLYALFCG-— — SG 
Fugu MMWFPTN | QGKGTRMSD-—-ROKVPVLLFMLLLSQLACDAHSVSE——CCROPSRSCRLYVLLCR-———— 8G 
Cod MKWSSTVSQTPAGVEKSVLKR | QVLVLVLLASHTLCDAHSVSASCCSREPPRACRL Y VLLLCG-PVGGA 
Goldfish... CT-AKRVQLLLFMALLAHLARDAEGVAT——CCSSASRSCKL YE | LCRAGRRNDT 
Zebrafish —— — — — — — MDCT-AKKLQVLVFMALLAHLARDAEGVAS——CCARAPGSCKL YEMLCRAGRRNDS 
Human ”一 一 -一 MNLPSTKVSWAAVTLLLLLLLLPPALLSSGAAAQPLPDCCROKTCSCRL YELLHG-—————— 
Pig -—————-MNPPFAKVSWATVTLLLLLLLLPPAVLSPGAAAQPLPDCCROKTCSCRLYELLHG-—————— 
Rat = MNLPSTKVPWAAVT-LLLLLLLPPALLSLGVDAQPLPDCCROKTCSCRLYELLHG-————— 
Frog ————————————————ÀMMKTHCONLFLVLLCSL I ST-———SHGAPDCCREKTCSCRI YD ILRG-——————— 
*o: * .于 Æ i: 


Tilapia  wKGPGGVLTD-DAAAGIL 
Medaka  NKSFGGARAG-DAAAGILT 
Fugu GMTLGGPLTG-DAAAGILT 
Cod GRALGGMHLGEDASAGILT 
Goldfish 51 ARHI GRFNNDAAVGILT 
Zebrafish syARHLVHLNNDAAVGILT 










WNEEEHRLESRLGGLLHS-SRNGAAG I LT 
KEEGERFGSRLHGLLHG-SRSQAAG I LT 
E AEEGHFHSRLHGLLRGGARNGAAG I LT 
KVGERRVGDRLGGLLHG-SRNQAAG I LT 
KVGESRVHDRLGGLLHN-SRNGAAG I LT 







—EEMAGEEYMKWL 
—EEEAGEPFMDWT 
EEEEAVGLLMQWA 
——EDPLGDLMPRP 
—-EEPAKFLIPTV 
AGAEPAPRPCLGRR 
AGAEPAPRLCPGRR 
AGAELEPYPCPGRR 


RRBGDKVETNC | NGLM 


Human ”一 一 一 一 AGNHAAG1ILTUSGKRRSGPPGLOGRLORLLOA-SGNHAAG1LT 

Pig 一 一 一 -一 AGNHAAG1ILTUSGKRRPGPPGLQGRLORLLOA-SGNHAAG1LT 

Rat ———À AGNHAAGILTLIGKRRPGPPGLOGRLORLLGA-NGNHAAG I LT 
Frog “一 一 一 一 TGNHAAG1LTUSKRRSDFQTMQSRLORLLGG-SGNHAAG1LT 

a a a -ek Ey 

Tilapia ^ ————————————— AQSGTTIMTPLPV——— — 

Medaka | —— ——— ——————————ALSKTT I VTPFPF————— 

Fugü “一 一 一 SSTTSPPV—— —— — —— 

Cod ”一 一 一 00DFTA 一 一 一 一 一 

Goldfish ”一 一 一 PEDLDAYETR 








Zebrafish ——————— ——-PGDVDSYEKR 

Human -= CSAPAAASVAPGGQSG | —— 
Pig | L———————— CLAAAASSVAPGGRSG | —— 
Rat ”一 一 一 一 一 一 一 CPTATATALAPRGGSRV———— 


Frog GSSSTSSSLSLLTLLCPTAPEPLNASKGKGCQGDSM 
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图 2 尼 罗 罗 非 鱼 与 其 他 物种 Orexin Wii Ak EIL PU EET 
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Fig.2 Alignment of the amino acid sequences of prepro-orexin among tilapia and other vertebrates 
* : 一 致 的 氨基 酸 ; “: ”， 高 度 保守 度 的 氨基 酸 ;“ . ” 低 保 守 度 的 氨基 酸 ; 加 框 : GKR 和 GRR 切割 位 ， 阴 影 : Orexin-A 和 Orexin-B. 
所 需 各 物种 的 Orexin 前 体 蛋 白 GenBank 登录 号 分 别 为 人 (Homo sapiens): NP. 001515; K (Rattus norvegicus): NP_037311; 猪 (Sus scrofa): NP. 999321; 
鸡 (Gallus gallus): NP. 989516; 金鱼 (Carassias auratus): ABK58728; PEH f&(Danio rerio): NP. 001070860; %'4E44(Oreochromis niloticus): ACT65742; 大 





























Pa FAH (Gadus morhua): ABF29871. ¥ (Oryzias latipes) 和 河豚 (Tukifugu rubripes) 从 基因 组 数据 库 品 





获得 (Faraco et al, 2006). 
The identical, highly conserved and less conserved amino acid residues are indicated by ( * ), ( : ), ( - ) respectively. GKR and GRR cleavage sites were boxed 


while the mature peptide sequences of Orexin-A and Orexin-B were shaded. The GenBank accession numbers of pre-orexin amino acid sequences used for 
analysis are: human, Homo sapiens (NP. 001515); Rat, Rattus norvegicus (NP. 037311); Pig, Sus scrofa (NP. 999321); Chicken, Gallus gallus (NP. 989516); 
Goldfish, Carassius auratus (ABK58728); Zebrafish, Danio rerio (NP 001070860); Tilapia, Oreochromis niloticus (ACT65742); Atlantic cod, Gadus morhua 
(ABF29871). The sequences of Medaka (Oryzias latipes) and Fugu (Takifugu rubripes) were obtained by searching the genome databases (Faraco et al, 2006). 
































































































































































































































的 同 源 性 最 高 为 78.696, 与 其 他 物种 的 同 源 性 则 在 zer Z Rp. F 

53.6% 一 75% 之 间 。 进 一 步 应 用 Mega 3.1 软件 构建 fr onn 

Orexin 前 体 蛋 白 系统 进化 树 (图 3)。 由 进化 树 可 见 ， 一 

Orexin 前 体 和 蛋白 共 分 为 两 大 文 ， 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin Chicken 

前 体 蛋 白 位 于 硬 骨 鱼 类 这 一 分 支 上 ,上 且 与 青 钞 、 河 Rat 

B Varta MABEL; 与 鲁 形 目 ( 班 马 鱼 和 爹 LA EE a 

鱼 ) 关 系 次 之 ; 与 哺乳 动物 的 关系 最 远 。 这 与 同 源 性 图 3 次 椎 动物 Orexin 前 体 蛋 白 的 进化 树 分 析 

分 析 的 结果 相 一 致 。 Fig.3 Phylogenetic tree based upon the alignment of amino 
MOS 、 acid sequences of vertebrates prepro-orexins 

2.2 FES S 3Ef& Orexin 前 体 基因 的 组 织 表 达 采用 Mega3.1 软件 (Neighbor-Joining 法 ) 构 建 。 图 中 各 分 支 数值 : 

运用 Real-time PCR 分 别 检测 尼 罗 罗 非 鱼 置信 和 度 (%); 和 A: 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 蛋 白 。 

















Orexin 前 体 基 因 在 18 个 组 织 中 的 表达 量 , 结果 显示 ， 





























Phylogenetic tree was constructed by Mega 3.1, and the number 
shown at each branch indicates the bootstrap values (%). The tilapia 


尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 基 因 ^y fü] i, 1E 18 种 组 prepro-orexin was noted by A. 
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达 量 , 远 远 高 于 在 其 他 组 织 中 的 表达 水 平 。 在 外 周 “中 的 表达 量 为 最 低 。 
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图 4 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 基 
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在 不 同 组 织 中 的 表达 








Fig.4 Expression of tilapia prepro-orexin mRNA in a variety of tissues 
mRNA 水 平 用 real-time PCR 测 得 ， 所 有 数值 用 平均 值 土 标准 差 (Means 土 SEM) 来 表示 。 


mRNA expression level was qualified by real-time quantitative PCR respectively. Data were represented as Means + SEM. 









































2.5 ”摄食 前 后 的 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 基因 在 下 
丘脑 中 的 表达 影响 
运用 Real-time PCR 对 尼 罗 罗 非 鱼 摄食 前 后 5 
个 时 间 点 Orexin 前 体 基因 的 表达 量 分 别 进行 检测 ， 
结果 显示 与 摄食 中 的 Orexin 前 体 基因 表达 量 相 比 
摄食 前 2h 和 13 与 摄食 后 h 2 h, Orexin 前 体 
因 表 达 量 均 显 著 降低 (P<0.05), 表达 量 均 为 摄食 状 
A FH 50% 一 70%( 图 5). 同时， 从 图 中 可 以 看 出 了 
着 摄食 时 间 点 的 临近 ，Orexin 前 体 基因 的 表达 量 ; 
渐 升 高 , 在 摄食 中 达到 最 大 值 。 
2.4 饥饿 和 再 投 喂 对 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin FABRA 

的 表达 影响 

在 饥饿 和 再 投 喂 实 验 中 , 把 正常 组 的 表达 量 设 
为 1， 其 余 组 均 与 正常 组 相 比 较 , 结果 如 图 6。 尼 罗 
罗 非 鱼 分 别 饥 饿 2、4、6 和 8 d 后 , Orexin 前 体 基因 
在 下 丘脑 的 表达 量 与 正常 投 喂 组 相 比 均 显 著 升 高 
(P<0.05)， 其 中 饥 猴 4 d 后 的 表达 量 达到 最 高 ， 为 正 
常 投 喂 的 2.2 倍 左右 ; 同时 , 饥饿 恢复 组 在 饥饿 4 d 
新 恢复 投 喂 h 后, Orexin 前 体 mRNA 表达 量 又 
恢复 至 正常 水 平 。 
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Orexin 前 体 mRNA 相对 表达 量 (96) 





中 均 不 同 程度 的 检测 到 其 表达 (图 4)。Orexin 前 体 ”组织 中 Orexin 前 体 基 因 的 表达 量 则 相对 较 低 ， 其 中 
基因 在 脑 中 的 表达 量 较 高 ， 其 中 在 下 丘脑 有 最 高 表 ”以 肝脏 和 肌肉 中 为 最 高 ; 其 次 是 骨 和 心脏 ; 而 在 肠 
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图 5 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 前 体 基 医 
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摄食 时 间 的 表达 量变 化 





Fig. 3 Peri-prandial changes in tilapia prepro-orexin 


mRNA expression in hypothalamus 
纵 座 标 数 值 : 在 摄食 前 后 各 时 间 点 的 Prepro-orexin mRNA 表达 水 














(P«0.05). 








平 与 摄食 中 的 比值 , 摄食 中 的 表达 量 设 为 100%, 用 平均 值 土 标 
准 差 (Means 土 SEM) 来 表示 (n=8); * : 














与 对 照 组 相 比 差异 显著 


The values represent the relative level of prepro-orexin mRNA 


compared with the level in the mealtime (0 h), which was defined as 
t SEM (n=8). *: significantly 





100%. Vertical bar represents means + 


different from control group at P<0.05. 
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图 6 饥饿 和 再 投 喂 对 尼 罗 罗 非 鱼 Orexin 
前 体 基 因 的 表达 的 效应 
Fig.6 Effects of fed and refeeding on the expression 
of tilapia prepro-orexin mRNA in hypothalamus 
纵 座 标 数 值 : 处 理 组 Prepro-orexin mRNA 表达 水 平 与 正常 投 喂 组 
的 比值 ,正常 投 喂 组 设 为 1.0, 用 平均 值 土 标准 差 (Means 土 SEM) 
来 表示 (n=8); *: 与 正常 投 喂 组 差异 显著 (P<0.05)。 
The values represent the relative level of prepro-orexin mRNA 
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Orexin 前 体 mRNA 表达 量 (%) 
Normalized expression of prepro-orexin mRNA (%) 

























































































compared with the level in the fed group which was defined as 1.0. 





Vertical bar represents Means + SEM (n=8). *: significantly different 
from control group at P<0.05. 
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本 研究 运用 RT-PCR 和 RACE 技术 ， 从 尼 罗 罗 
非 鱼 下 丘脑 反 转 录 产 物 克 隆 得 到 了 全 长 为 648 bp 
的 Orexin 前 体 cDNA 序列 。 开 放 读 码 框 为 423 bp, 
编码 140 个 氨基 酸 组 成 的 Orexin 前 体 蛋 白 , 含有 43 
个 氨基 酸 的 Orexin-A 和 28 个 氨基 酸 的 Orexin-B。 
同 源 性 分 析 表 明 , 在 哺乳 类 和 鸡 中 Orexin-A 之 间 的 
同 源 性 高 于 Orexin-B， 而 在 硬 骨 鱼 类 中 这 一 结果 则 
相反 。Xu & Volkoff (2007) iÀ W TE 1E Fr fa EP 
Orexin-A 的 同 源 性 降低 与 插入 的 十 几 个 氨基 酸 变 
异 程度 较 大 有 关 。 我 们 的 氨基 酸 序列 比 对 结果 也 证 
实 了 这 一 解释 ( 见 图 2), 与 哺乳 类 和 鸡 相 比 , 人 硬 骨 
4428 Orexin-A 插入 了 12 一 16 个 氨基 酸 (位 于 哺乳 动 
物 Orexin-A 的 第 24 与 第 25 个 氨基 酸 之 间 )， 且 这 些 
氨基 酸 序列 上 没有 同 源 性 。Kane et al (2000) 研 究 发 
现 ， 人 Orexin-A 和 Orexin-B 的 结构 类 似 ， 都 能 够 结 
合 其 受 体 。 尽 管 Alvarez & Sutcliffe(2002) 认 为 这 一 
间隔 序列 对 于 Orexin-A 的 活性 来 说 可 能 并 不 是 必 
要 的 , 但 这 些 氨基 酸 的 存在 对 其 结构 是 否 有 一 定 的 
改变 , 它们 的 存在 有 何 意义 , 还 需要 进一步 研究 。 

在 哺乳 类 和 鸡 Orexin-A 中 存在 4 个 位 置 保守 的 
半 胱 氨 酸 (Cys6、Cys7、Cys12 和 Cys14)， 形 成 两 个 
内 部 二 硫 键 (Cys6-Cys12 和 Cys7-Cys14) 维持 
Orexin-A 的 稳定 性 和 生理 功能 (Ohno & Sakurai, 



































































































































































































































2008)。 然 而 , 包含 尼 罗 罗 非 鱼 在 内 的 便 骨 鱼 类 中 这 
4 个 半 胱 氨 酸 的 位 置 只 有 3 个 是 保守 的 (Cys6、Cys7 
和 Cys14), 另外 一 个 半 胱 氨 酸 (Cys12) 位 于 罗 非 鱼 
Orexin-A 的 第 21 位 氨基 酸 。 尽 管 位 置 不 保守 ,但 仍 
可 能 形成 两 个 二 硫 键 。 与 Orexin-A 相 比 ，Orexin-B 
不 含 半 胱 氨 酸 ,无 法 形成 二 硫 键 , 这 可 能 是 
Orexin-A 促进 摄食 的 作用 持续 时 间 长 于 Orexin-B 
的 原因 之 一 (Tan et al, 2004)。 

本 文通 过 定量 PCR 发 现 , Orexin 前 体 基因 在 尼 
罗 罗 非 鱼 脑 部 特别 是 下 丘脑 有 较 高 的 表达 量 , 这 与 
其 他 物种 的 研究 结果 相 一 致 。 下 丘脑 外 侧 区 是 经 典 
的 摄食 中 枢 , Orexin 前 体 mRNA 在 下 丘脑 中 的 表达 ， 
说 明 Orexin 有 可 能 参与 摄食 和 能 量 平衡 的 调节 ， 同 
时 也 说 明 Orexin 在 种 系 发 生 上 具有 一 定 保守 性 ,在 
被 检测 的 尼 罗 罗 非 鱼 10 种 外 周 组 织 中 也 有 不 同 程 
FE Orexin 前 体 基因 的 表达 ,这 一 结果 与 在 其 他 物种 
中 的 表达 模式 略 有 不 同 。 在 大 西洋 鳞 鱼 鳃 、 皮 肤 、 
肾 、 脾 、 小 肠 中 检测 到 少量 Orexin 前 体 基 因 的 表达 ， 
但 在 心脏 、 肝 脏 里 未 见 表达 (Xu & Volkoff, 2007). 
在 斑马 鱼 心脏 、 鳃 中 检测 到 Orexin 前 体 基 因 的 表达 ， 
而 在 肝脏 、 肠 及 肌肉 中 均 未 发 现 (Kaslin et al, 2004)。 
在 中 齿 动 物 中 目前 仅 在 脑 和 心脏 中 有 报道 (Johren 
et al, 2001; Caillol et al, 2003), 但 通过 放免 方法 在 
猪 肠 和 胰腺 中 检测 到 Orexin-A 的 分 布 (Dyer et al, 
1999; Kirchgessner & Liu, 1999; Kirchgessner, 
2002)。 这 些 结果 表明 , Orexin 前 体 基 因 在 物种 间 的 
表达 可 能 存在 一 定 的 差异 ,同时 ，Orexin 前 体 基 因 
在 尼 罗 罗 非 鱼 各 组 织 中 的 广泛 表达 表明 其 在 体内 
可 能 扮演 着 多 种 生理 功能 , 但 具体 功能 模式 和 作用 
机 制 还 需要 进一步 研究 。 

我 们 的 结果 还 显示 在 摄食 状态 中 尼 罗 罗 非 鱼 
Orexin 前 体 基因 的 表达 量 较 之 摄食 前 和 摄食 后 均 有 
显著 性 提高 ,并且 随 着 摄食 时 间 的 临近 表达 量 逐 渐 
升 高 ,这 和 在 大 西洋 鳃 鱼 中 的 研究 结果 相 一 致 (Xu 
& Volkoff, 2007)。 之 前 的 研究 报道 也 发 现 其 他 调节 
食欲 的 多 肽 , 如 NPY(Kehoe & Volkoff, 2007). ghrelin 
(Unniappan et al，2004)、CART (Volkoff & Peter, 
2001) 等 的 表达 量 也 随 着 摄食 状态 的 变化 而 变化 。 这 
些 结果 预示 着 Orexin 可 能 作为 一 个 摄食 信和 号 参与 
到 了 尼 罗 罗 非 鱼 的 摄食 调控 。 另 外 , 摄食 1h 和 2h 
后 Orexin 的 表达 量 随 之 又 显著 降低 ， 这 也 表明 
Orexin 可 能 并 不 参与 摄食 后 的 消化 过 程 , 仅仅 是 食 
欲 的 刺激 者 。 饥 饿 实验 中 ,饥饿 不 同时 间 后 Orexin 
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的 表达 量 与 正常 投 喂 组 相 比 均 显 著 升 高 , 这 进一步 
证 实 了 Orexin 与 罗 非 鱼 的 摄食 调控 密切 相关 。 同 时 ， 
UE RZ AE WR 4 d. 重新 投 喂 4h Ja, Orexin 前 体 
mRNA 表达 量 又 恢复 至 正常 水 平 ， 这 预示 着 
Orexin 对 摄食 的 调控 可 能 属于 一 种 短期 的 的 机 制 。 

尽管 目前 在 鱼 类 中 还 没有 有 关 饥 饿 对 Orexin 基因 
表达 影响 的 报道 , 但 是 Orexin 基因 表达 对 饥饿 这 一 
生理 状态 的 响应 与 其 他 摄食 刺激 因子 是 一 致 的 ， 例 
如 NPY (Kehoe & Volkoff, 2007) 和 ghrelin (Unniappan 
et al, 2004); 相反 ,相关 抑制 摄食 的 因子 则 在 饥饿 
状态 下 表达 量 下 降 (Volkoff et al, 2005; Kehoe & 
Volkoff, 2007)。 这 些 结果 表明 , Orexin 在 尼 罗 罗 非 鱼 
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摄食 调控 中 可 能 有 着 重要 的 促进 作用 。 
总 之 ,， 本文 首次 克隆 了 尼 罗 罗 非 鱼 的 Orexin 前 
体 基因 序列 并 对 其 结构 和 表达 模式 进行 了 研究 。 尼 
罗 罗 非 鱼 在 下 丘脑 有 最 大 表达 量 , 这 与 其 他 次 椎 革 
物 类 似 ; 同时 , 在 被 检测 的 10 种 外 周 组 织 中 也 有 
同 程度 Orexin 前 体 基因 的 表达 , 这 一 结果 与 在 
物种 中 的 表达 模式 略 有 不 同 。 随 后 ,摄食 和 饥饿 
KHH, Orexin 前 体 基 因 mRNA 表达 量 在 摄食 后 
著 降 低 ， 同 时 饥饿 处 理 后 其 表达 量 显著 升 高 ， 这 
结果 预示 着 Orexin 可 能 是 以 食欲 的 刺激 者 的 角 
参与 到 鱼 类 的 摄食 调控 之 中 。 但 是 ，Orexin 刺激 鱼 
类 摄食 的 具体 调控 机 制 还 需要 进一步 深入 研究 。 
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摘要 : 研究 心血 管 病 风险 因素 和 心血 管 病 相关 基因 表达 的 相关 性 有 有 助 于 心血 管 病 风险 预警 和 早期 诊断 研究 。 
该 文采 用 温和 的 动脉 粥 样 硬 化 膳食 (0.053 mg 胆固醇 / 千 焦 、40 % 的 能 量 来 源 于 脂肪 ) 喂 养 中 老年 雄性 食 蟹 猴 
(Macaca fascicularis)(12 个 月 ), 根据 传统 心血 管 病 风 险 因素 第 选 低 、 HARREI, 然后 采用 痰 光 定 量 PCR 技术 
检测 113 个 心血 管 病 相关 基因 在 正常 组 、 低 风险 和 高 风险 组 食 奶 猴 外 周 血 白 纪 I a de ORY 
科 细 胞 中 共 检 测 到 65 个 心血 管 病 相关 基因 ,其 中 低 、 高 风险 组 有 16 个 基因 相对 于 正常 组 表达 上 调 (P<0.05), 19 
基因 表达 下 调 (P<0.05), 另外 , 还 有 15 个 基因 表达 模式 特异 (P<0.05)。 比 外 ， 还 检测 到 42 个 心血 管 病 相关 基 医 
人 和 食 捷 猴 外 周 血 白细胞 内 均 有 效 表 达 ， 其 中 22 个 基因 在 两 者 之 间 表 达 模 式 一 致 。 上 述 结果 为 进一步 研究 心 ! 
病 风险 预警 和 早期 诊断 指标 ， 缩 小 了 基因 六 选 范围 。 


关键 词 : 心血 管 病 ; 风险 预警 ; 早期 诊断 ; REIR, 荧光 定量 PCR; 外 周 血 白细胞 
中 图 分 类 号 : Q959.848; R54 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0293-07 
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Correlation between cardiovascular risk factors and the expression 
of cardiovascular disease related genes in cynomolgus monkeys 


XIA Ji-Liang', HAO Xiang-Fen', ZENG Xiao-Ming” JIN Li-Sha', ZHOU Tong’, LI Xue-Jia', 
SUN Yun-Xiao!, RAO Jun-Hual, LIU Xiao-Ming', PENG Bai-Lu'” 


(1. Guangdong Entomological Institute, Guangzhou 510260, China; 
2. Guangdong Landao Biological Technology Limited Company, Guangzhou 510555, China) 


Abstract: The correlation between cardiovascular risk factors and cardiovascular disease related genes plays an 
important role in early-warning risk and early diagnosis. Thirty middle-aged male crab-eating macaques were fed a 
moderately atherogenic diet (0.053 mg cholesterol/kJ and 40% of calories as saturated fat) for twelve months. According 
to cardiovascular risk factors, we selected low-risk and high-risk crab-eating macaques, then analyzed the expression of 
113 cardiovascular related genes by real-time PCR. A total of 65 genes were detected in peripheral blood leukocytes by 
real-time PCR. Sixteen up-regulated genes and nineteen down-regulated genes were detected in low-risk and high-risk 
crab-eating macaques compared to normal crab-eating macaques (P<0.05), in addition to fifteen genes that showed 
unique expression patterns (P<0.05). We also detected 42 genes in human peripheral blood leukocytes. The expression 
patterns of 22 genes were consistent between human and crab-eating macaques. These results narrowed the scope of 
genes for further research. 


Key words: Cardiovascular diseases; Early-warning risk; Early diagnosis; Crab-eating macaque; Real-time PCR; 
Peripheral blood leukocytes 
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美国 国家 胆固醇 教育 计划 (National Cholesterol Education Program，NCEP) 将 心血 管 病危 险 性 分 为 
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四 个 级 别 (Brewer et al, 2004): 高 度 和 危险 、 中 高 度 危 
险 、 中 危险 、 低 危险 。 其 中 中 高 以 下 患者 大 部 分 没 
有 临床 症状 ， 且 诊断 方法 不 成 熟 ， 只 能 通过 传统 的 
心血 管 病 风 险 因 素 对 其 进行 风险 预测 。 
目前 ,研究 人 员 已 开发 出 多 种 心血 管 病 预测 方 
法 (Lisa et al, 2001; Carol et al, 2007; Cobain et al, 
2008)， 且 已 广泛 应 用 于 临床 。 年 龄 、 体 重 指数 (body 
mass index, BMD、 总 胆固醇 (total cholesterol, TC). 
低 密 度 脂 和 蛋白 胆固醇 (low-density lipoprotein 
cholesterol, LDL-C)、 甘 油 三 酯 (triglyceride, TG). if 
HE (glucose, GLU) 和 高 密度 脂 蛋 白 胆固醇 (high- 
density lipoprotein cholesterol， HDL-O) 等 心血 管 病 
风险 因素 均 被 应 用 于 心血 管 病 风险 预测 (Lisa et al, 
2001; Carol et al, 2007; Cobain et al, 2008)。 当 血清 
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Synthesis SuperMix 由 TransGen Biotech 公司 提供 ， 
引物 合成 和 测序 由 上 海 生 工 生物 工程 公司 完成 。 
12 ”实验 方法 
1.2.1 外 周 血 血清 和 白细胞 提取 以 及 RNA 抽 提 和 
cDNA 制备 ”实验 猴 禁 食 18 h, 然后 使 用 10 mL 无 
菌 注射 器 于 股 静 脉 取 血 8 mL。 其 中 5 mL 血 置 于 抗 
凝 管 中 ( 含 EDTA 1 g/L), 用 于 提取 白细胞 。 其 余 
mL 血 置 于 普通 真空 管 中 , 用 于 提取 血清 。 外 周 血 白 
细胞 提取 采用 红细胞 裂解 液 (Dempsey et al, 2007). 
采用 Trizol 提 取 白 细胞 RNA(Chomczynski & Sacchi, 
1987), 然后 通过 凝 肌 电泳 检测 RNA 的 质量 。 取 大 
约 0.5 ug RNA, 采用 两 步 法 , 用 EasyScript First- 
Strand cDNA Synthesis SuperMix 将 RNA 逆转 录 成 
cDNA, 将 制备 好 的 cDNA 置 于 -20 C 保 存 备用 。 将 




































































































































































































































































HDL-C 浓度 大 于 1.81 mmol/L(60 mg/dD) 时 是 一 个 
负 风 险 因素 ,可 抵消 掉 一 个 正 风险 因素 ; 浓度 小 于 
1.21 mmol/L(40 mg/dL) 时 是 一 个 正 风险 因素 (Li 
2002)。 心 血管 病 风险 预测 模型 缺陷 也 很 明显 , 一 是 
前 瞻 性 不 够 ; 二 是 准确 性 不 高 。 因 此 ， 寻 找 更 多 的 
心血 管 病 诊 断 指标 对 于 心血 管 病 早 期 预防 意义 重大 。 
外 周 血 白细胞 取材 方便 ， 对 机 体 无 创伤 性 伤害 ， 
是 一 种 理想 的 临床 诊断 材料 。 已 有 研究 人 员 发 现 随 
着 血脂 变化 白细胞 内 相关 基因 也 出 现 表达 变化 
(Dempsey et al, 2007)。 我 们 采用 实时 荧光 定量 PCR 
方法 检测 113 个 心血 管 病 相关 基因 在 食 蟹 猴 外 周 
白细胞 中 的 表达 状态 。 期 望 找到 一 些 表达 量 随心 于 
管 病 的 危险 程度 变化 而 变化 的 基因 ， 这 些 基因 可 作 
为 心血 管 病 风 险 预 测 和 早期 诊断 的 候选 指标 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 

中 老年 雄性 食 蟹 猴 35 只 由 华南 灵 长 类 研究 开 
发 中 心 提供 , 其 中 30 只 采用 温和 的 动脉 疡 样 硬 化 
膳食 (0.053 mg 胆固醇 / 千 焦 、40 "ol fie o FIT IR 
肪 ) 单 笼 喂 养 ， 另外 5 只 采用 普通 饲料 喂养 作为 正常 
对 照 。5 个 正常 男性 和 10 个 心血 管 疾病 高 风险 男性 
患者 血液 由 广州 市 花 都 区 中 医院 提供 ( 均 自愿 )。 所 
有 饲料 均 由 广州 饲料 研究 所 生产 ， 置 于 4 冷库 中 
保存 , 保质 期 2 个 星期 ,红细胞 裂解 液 自己 配制 (1.6 
mmol/L EDTA, 10 mmol/L KHCO3, 153 mmol/L 
NHACI, pH 7.4), Trizol 试剂 购 自 Invitrogen 公司 ， 
SYBR® Green 染料 及 SYBR® Premix Ex TaqTM 购 
TaKaRa 公司 、EasyScript First-Strand cDNA 
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普通 真空 管 中 的 血液 室温 项 置 30 min, 然后 4 C, 
3 000 g/ min 离心 15 min(eppendorf 5810), 将 上 层 
清 取出 , 用 于 生化 指标 检测 。 
1.2.2. 血液 生化 指标 检测 ”实验 猴 血 清 提取 出 来 
后 立刻 送 到 广州 医药 工业 研究 院 (2004 年 通过 了 国 
家 食品 药品 监督 管理 局 GLP 检查 认证 ) 检 测 血清 
TC. TG. LDL-C. HDL-C 和 GLU 的 浓度 。 

123 ”心血 管 病 相关 基因 和 引物 设计 根据 已 有 
的 人 心血 管 病 PCR 芯片 和 最 新 文献 报道 ， 挑 选 出 
113 个 心血 管 病 相关 基因 。 目 前 食 蟹 猴 全 基因 组 序 
列 还 没 公 布 。 所 以 , 我 们 以 恒 河 猴 心 血管 病 相 关 基 
因 的 mRNA 序列 作为 引物 设计 模板 。 同时, 为 了 方 
便 以 后 应 用 于 临床 , 我 们 将 所 有 引物 序列 设计 在 人 
和 恒 河 猴 mRNA 同 源 区 域 . 以 GAPDH 和 RPL13A 
作为 内 参 (Chen et al, 2005; Anton et al, 2007), 所 有 
心血 管 病 相关 基因 和 内 参 引 物 扩 增 出 的 核酸 序列 
长 度 在 150—250 bp 之 间 ,， 且 扩 增 效率 基本 一 致 。 
113 个 基因 按 功 能 分 类 ,如 下 所 示 : 免疫 应 答 分 子 : 
CCR2. ILIO, ILI8. IFNG, ILIB, ILIRN, SAA1, 
CD40, CRLF1, IL6, NFKB1, CD40LG. NOS2A, 
CRP, IL8, PLA2G7, TNF, FAS, FASLG. IL6ST, 
LTA, LTB 和 VWF 等 23 个 ; RWT: EVAL, 
ICAM], VCAM1, ITGA1, ITGA10, ITGA4, ITGA2 
ITGA2B, ITGA3. ITGA5. ITGA6. ITGA7. ITGA8, 
ITGA9, ITGAE. ITGAL, ITGAM, ITGAV, ITGAX, 
ITGB1, ITGB2, ITGB3, ITGB4, ITGB5, ITGB6, 
ITGB7 , ITGB8 , GLG1 , SELE, SELL, SELP, SELPG , 
MSLN 和 PECAMI 等 34 个 ; 血栓 相关 因子 : F3. 
F7. FGA, FGB, FGG, PLAT, PLAU, PLUAR, 
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3 期 夏 机 良 等 : BHD 








管 病 风险 因素 与 心血 管 病 相关 基因 在 外 周 
































细胞 表达 的 相关 性 














SERPINE1 和 THBD 等 10 个 ; ” 脂 代谢 相关 基因 : 
APOA1, APOA2, APOA4, APOAS, APOB , APOCI , 
APOC2, APOC3, APOC4, APOD, APOE, APOF, 
APOH, LPA, PLTP, HSD11B1, OLRI 和 PPARG 
等 18 个 ; 细胞 外 基质 : MMPI, MMPI2. MMP13, 
MMP2. MMP9, PAPPA, TIMP1, AMH, CCL2, 
CRLF] , CTF1,EDN1,EDN2,EDN3.PONI.PON2, 
TNFRSFIA, GRN 和 MTHFR 等 19 ^; 血液 循环 相 
K]: NPPA. NPPB, TNNI3, TNNT2. ACE 和 
DBP 等 6 个 ; 心机 梗塞 心力 衰竭 相关 基因 : CKM, 
MB 和 TNNC1 等 3 个 。 

1.24 tsa PCR 采用 SYBR Green 染料 
(TaKaRa) 在 ABI StepOnePlus Real-Time PCR 系统 
(ABD 上 进行 荧光 定量 PCR. 荧光 定量 PCR 采用 20 
uL 反应 体系 : 10 uL SYBR? Premix Ex Tag™ (2x), 
0.4 uL PCR 上 游 引 物 (10 umol/L), 0.4 uL PCR 下 游 
引物 (10 umol/L), 2 uL PCR 模板 , 0.4 uL ROX, 6.8 
uL ddH2O。 荧 光 定 量 PCR 2538: (1)95 "C, 30 s; (2)95 
C, 5s; 60 C,34 s, REE 40 个 循环 ; (3) 溶 解 

























































































低 风 险 


仿 组 、 高 风险 组 和 正常 实验 猴 2 





关 基 因 表 达 差 异 。 首 


























取 平 均值 


; 然后 , 通过 内 标 基因 对 
正 得 到 AAcCt 最 后 ， 


295 





pal to 





管 病 相 
































Ac. 优化 内 标 基 因 和 目的 基因 
FAR, 分 别 测定 内 参 基因 和 目的 基因 的 Ct fH, 























的 基因 进行 校 












































相对 表达 量 和 系统 误差 。 在 计算 相对 表达 
别 以 正常 对 照 组 样本 为 参照 ， 








低 风险 组 和 高 风险 组 
达 值 。 
































通过 2 ^^C 估算 目的 基因 的 
=J I, 分 
即将 其 值 转换 成 1 ， 











得 样 本 再 与 其 比较 ,获得 相对 表 














算 所 有 实验 结果 的 平均 值 
对 实验 数据 进行 统计 分 析 。 








2 结果 与 分 析 





和 标准 




















采用 EXCEL 函数 AVERAGE 和 AEDEV it 
偏差 。 用 SPSS17.0 


2.1 食 鳃 猴 血 液 生化 指标 检测 及 心血 管 病 风 险 评 价 








HDL-C、GLU、BMI 和 年 龄 等 心 














膳食 诱导 12 个 月 后 , 根据 TC、LDL-C、TG、 








1 管 病 风险 

















30 只 采用 温和 的 动脉 粥 样 硬化 膳食 喂养 











因素 ， 从 
^] SIUS 








中 筛选 出 7 AUD Tf 
猴 作 为 高 风险 组 ; 














管 病 风险 因 
6 只 心血 管 ; 














素 危 险 性 较 高 的 实验 
青 风 险 因 素 危 险 性 





EB 



























































60 C, BZF 
得 出 扩 增 产物 的 熔 解 








化 回收 ,并 测序 验证 ， 








1 线 分 析 ， 反 应 结束 后 先 加 热 到 95 C, 然后 降 至 
至 95 C, 








记录 效 光 信和 号 的 变化 ， 
曲线 。 所 有 基因 PCR 产物 均 纯 
然后 ,将 测序 结果 与 华 大 基 



































低 的 实验 猴 作 为 低 风险 组 ; 5 只 采用 普通 饲料 喂养 
的 实验 猴 作 为 正常 组 。 各 组 实验 猴 心 血管 病 风 险 因 
素平 均值 及 其 统计 结果 如 表 1 所 示 。BMI MERE 


三 组 实验 猴 之 间 无 显著 差异 (P>0.05); 高 风险 组 实 
























































内 食 蟹 猴 数 据 库 中 相应 














基因 (未 发 表 ) 比 对 验证 。 所 





有 痰 光 定 量 PCR 反应 均 重 复 3 次 。 


1.2.5 数据 分 析 X 


IKC E PCR 结果 进行 初步 


用 ABI StepOne Software v2.1 
分 析 ， 首 先 ， 调 整 阔 























值 和 基线 ,将 阔 值 








设置 在 指数 期 的 初期 ， 同 





个 
pr 











PA BR ER 














法 (Kenneth & Thoma 


调 成 一 样 。 然 后 ,去除 无 表达 , 溶解 曲线 较 
差 ， 且 8>Ct 或 Ct>35、 








AcCe>13 RM. RI ZO 
s, 2001; Jason et al, 2003) LK 4% 


表 1 





正常 组 、 低 风险 组 和 高 风险 组 实验 猴 心 血管 病 风 


验 猴 的 血清 TC、LDL-C、TG、GLU 浓度 均 显 著 高 
于 正常 组 和 低 风 险 组 (P<0.05); 低 风 险 组 血清 TC. 
LDL-C 显著 高 于 正常 组 (P<0.05), 但 其 HDL-C 也 显 
著 高 于 正常 组 ,而 且 低 风险 组 HDL-C 浓度 达到 
(1.96+0.25) mmol/L, 可 抵消 掉 一 个 正 风险 因素 。 
22 食 蟹 猴 心 血管 病 相关 基因 表达 差异 

采用 ABI StepOne Software v2.1 FXT JCE 
ig PCR 结果 进行 初步 分 析 , 结果 显示 共有 65 个 心 


险 因 素 比 较 结果 























































































































Tab. 1 Comparison results of cardiovascular risk factors between normal, low-risk and high-risk crab-eating macaques 























hy = 1 
风险 因素 Pe is xd ire Tp Me ^ Sia 9 ^r pd gS 
Risk factor 正常 / 低 风 险 正常 /高 风险 低 风险 /高 风险 
(175) (n-6) (n-7) Normal/Low Normal/High Low/High 

TC (mmol/L) 2.33+0.11 6.62+1.96 14.5343.29 0.029 0.000 0.000 

LDL-C (mmol/L) 0.65+0.13 5.1743.02 13.77+4.38 0.036 0.000 0.000 

TG (mmol/L) 0.60+£0.13 0.52+0.24 1.58+0.92 0.727 0.019 0.006 

GLU (mmol/L) 3.49+0.64 3.84+0.24 5.33+0.58 0.367 0.000 0.001 

HDL-C (mmol/L) 1.22+0.25 1.96+£0.25 1.66+0.54 0.007 0.074 0.197 

BMI (kg?/cm) 48.23+13.49 46.33+5.32 50.53+4.65 0.079 0.738 0.524 

Age 11.00+1.60 12.8342.44 14.29+2.61 0.344 0.090 0.413 

"p-values: 采用 SPSS 17.0 软件 计算 P 值 , P«0.05: 差异 显著 : P<0.01; 差异 极 显著 。 




















! P-values: P-value were calculated by SPSS 17.0, Two-sided P<0.05 were considered statistically significant, P<0.01 were considered highly significant. 
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管 病 相关 基因 
s LG ERIE 
字 列 基本 一 致 。 看 家 基 



























































动 物 学 
有 效 表达 ( 表 2), 且 这 些 基 因 的 测 
因 食 蟹 猴 基因 数据 库 中 相应 基因 





因 GAPDH 和 RPLI3A 在 三 


组 实验 猴 之 间 表 达 恒 定 (P>0.05), 我 们 以 GAPDH 


作为 看 家 基 
相关 基 
实验 猴 有 45 个 心 

















E 常 对 照 组 作为 
因 进 行 相对 定量 分 析 。 结 果 显 示 : 低 风 险 组 
I 管 病 相关 基因 

















对 心 








Js 
EPA 





























于 正常 组 出 











现 表 达 差 异 (P<0.05); 高 风险 组 实验 猴 与 正常 组 相 


比 有 39 个 基因 



























































表达 上 调 或 者 下 调 (P<0.05); 低 、 高 


研 究 





此 外 , 还 有 15 个 心 
差异 , 但 表达 模式 特异 (P<0.05)。ACE 





























32 卷 











管 病 相 关 基 因 出 现 表 达 








: INFRSFIA, 


ILIRN, ITGAV, PLAT, PLAUR, SERPINE1, NFKBI 

















只 在 低 风 险 组 和 正常 组 之 间 出 现 表达 差异 ， 其 中 











ACE, TNFRSF1A 在 低 风 险 组 的 表达 
常 组 ， 其 他 基因 表达 






































{显著 高 于 下 


显著 低 于 正常 组 ; APOE, 








ICAM1, TNF 在 正常 组 、 低 风险 组 和 高 风险 组 之 间 
HEKA, HP APOE 和 ICAMI1 在 高 风险 组 


























的 表达 量 最 高 、 正 常 组 次 之 、 低 风险 



























































组 最 低 ，TNF 




























































































A s f Ge R = $ : 
风险 组 实验 猴 之 间 有 14 个 基因 出 现 表达 差异 表达 模式 刚好 与 之 相反 ; ILIO. PPARG. SELL, 
(P<0.05). MTHFR 在 低 风险 组 和 高 风险 组 之 间 出 现 表达 差异 ， 
Gr L^. -EF Eri ^L —L H N se Dy. Et 
低 、 高 风险 组 共有 16 个 基因 相对 于 正常 组 表 其 中 ILIO. PPARG, SELL 在 低 风 险 组 的 表达 量 显 
达 上 调 , 19 个 基因 表达 下 调 (P<0.05)， 其 中 CD40, 著 高 于 高 风险 组 , 而 MTHFR 在 低 风 险 组 的 表达 量 
PLTP, SELPG. IFNG 在 低 风 险 组 中 表达 量 明显 高 ”显著 低 于 高 风险 组 ， 而 克 10 在 高 风险 组 表达 量 显著 
EE Bd AS HoE B 、 EE 
于 高 风险 组 (P<0.05), GRN, FASLG KAE EKIRI 低 于 正常 组 ，PP4R 在 低 风 险 组 表达 量 显著 高 于 正 
高 风险 组 (P<0.05)。 常 组 , SELL 在 低 风险 组 表达 量 显著 低 于 正常 组 。 
表 2， 正 常 组 、 低 风险 组 和 高 风险 组 实验 猴 心血 管 病 相关 基因 相对 表达 量 
Tab.2 Relative expression quantity of cardiovascular disease-related genes between normal, 
low-risk and high-risk crab-eating macaques 
相对 表达 Relative expression quantit P-value 
基因 猕猴 GenBank 一 E à: T — = -一 = 
Gene Macaque GenBank 高 风险 组 低 风 险 组 低 风 险 / 正 常 高 风险 /正常 低 风 险 / 高 风险 
High-risk Low-risk Low/Normal High/Normal Low/High 
GAPDH NC_007865.1 1.05+0.32 1.2040.22 0.267 0.328 0.831 
RPL13A XP 002805463 1.0740.15 0.96+0.18 0.264 0.210 0.912 
AMH XR_013651.1 1.42+0.37 2.8841 .02 0.886 0.207 0.134 
APOAI M83242.1 9.56+1.18 7.08+£1.85 0.001 0.003 0.116 
APOAS XM_001090079.1 15.16+3.25 11.27+1.64 0.000 0.001 0.065 
APOB X15737.1 73.93+£12.68 67.47+£11.06 0.000 0.000 0.509 
APOCI AK240617.1 0.12+0.05 2.60+1.30 0.401 0.165 0.064 
APOD AB072021.1 0.0052:0.003 0.092-0.083 0.000 0.000 0.409 
APOE AK240631.1 0.19+0.11 2.14+0.34 0.021 0.004 0.000 
APOF XM_001115088. 52.54+9.04 40.95+6.25 0.000 0.000 0.091 
CCL2 AF276081.1 0.06+0.02 0.16::0.07 0.009 0.013 0.746 
CD40 XM 001104255. 9.6342.24 6.5041.11 0.000 0.004 0.020 
CD40LG NM_ 001032839. 0.10+0.03 0.14+0.06 0.002 0.002 0.843 
DBP AB174556.1 0.08+0.01 0.1240.02 0.000 0.000 0.699 
EDNI XM_001089874. 0.04+0.02 0.07+0.01 0.000 0.000 0.744 
FAS AB031420.1 0.19+0.10 0.33+0.12 0.003 0.006 0.491 
FASLG AB035138.1 0.07+40.06 0.2740.02 0.000 0.000 0.036 
FGG XM_001090458.1 65.19+£7.83 75.50+£17.65 0.001 0.000 0.359 
GLG1 XR_013529.1 12.32+0.22 12.10+1.60 0.000 0.000 0.811 
GRN AB171687.1 2.25+0.92 4.94+1.42 0.284 0.009 0.032 
IL18 NM 001032834.1 0.07+0.01 0.3140.16 0.001 0.003 0.176 
ILIB AY172103.1 0.03+0.02 0.11+0.09 0.000 0.000 0.319 
ILIRN AY182232.1 0.65+0.16 0.79+0.26 0.008 0.081 0.182 
ILGST AB000554.1 2.90+0.11 3.36+0.48 0.001 0.000 0.180 
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基因 猕猴 GenBank 相对 表达 Relative expression quantity P-value 
Gene Macaque GenBank 高 风险 组 低 风 险 组 低 风 险 / 正 常 高 风险 /正常 低 风险 /高 风险 
High-risk Low-risk Low/Normal High/Normal Low/High 
IL8 NM_001032965. 0.1340.02 0.38+0.18 0.003 0.012 0.277 
ITGAI XM 001094788. 0.0340.02 0.27+0.04 0.014 0.047 0.522 
ITGA2 XM_001095246. 0.3140.09 1.78+1.25 0.428 0.349 0.099 
ITGA2B XM_001114526. 0.54+0.20 0.9940.34 0.113 0.848 0.126 
ITGA4 XM_001100929. 0.14+0.07 0.88+0.62 0.109 0.586 0.184 
ITGAS5 XM 001110116. 21.00+4.66 18.3948.03 0.006 0.012 0.611 
ITGA6 XM_001086200. 0.05+0.03 0.06::0.02 0.003 0.003 0.940 
ITGAL XM 001100800. 0.79+0.25 1.36+0.73 0.518 0.955 0.458 
ITGAM XR_013069.1 1.3240.65 0.96::0.48 0.316 0.485 0.090 
ITGAV XM 001104012. 0.1140.06 0.5140.30 0.008 0.065 0.134 
ITGAX XM_001116046. 0.3940.08 0.3040.13 0.001 0.001 0.432 
ITGBI XR 013851.1 1.072:0.07 0.89+0.15 0.647 0.441 0.190 
ITGB2 XR_012415.1 1.26:0.78 2.36+0.96 0.752 0.140 0.190 
ITGB7 XM_001087864. 1.0740.46 .24+0.69 0.975 0.784 0.743 
LTA NM_001047148. 8.8343.16 5.8041.75 0.006 0.046 0.142 
LTB NM_001047150. 1.0240.23 7120.72 0.972 0.215 0.192 
MTHFR XM 001105017. 0.3340.17 .71+0.80 0.195 0.205 0.022 
OLRI XM 001115025. 0.2240.08 .28+0.54 0.097 0.802 0.054 
PECAMI XM 001116542. 0.1240.07 0.14+0.08 0.000 0.000 0.959 
PLA2G7 XM_001103358. 1.08+0.38 58+0.99 0.915 0.132 0.129 
PLAT XM_001095260. 0.08+0.03 0.5940.27 0.016 0.155 0.139 
PLAUR AF302073.1 0.34+0.11 0.6740.16 0.008 0.093 0.124 
PLTP XR_013264.1 8.6042.16 4.774£1.08 0.001 0.029 0.018 
PON2 XM_001094896. 0.1340.07 0.2140.11 0.000 0.000 0.592 
SELP XM_001094728. 0.86+0.35 0.8940.42 0.369 0.394 0.956 
SELPG XM_001103327. 8.6040.47 6.3540.69 0.000 0.000 0.033 
SERPINEI XM 001107586. 0.2240.13 0.7340.29 0.012 0.081 0.201 
THBD XM_001095416. 8.91+1.24 9.0341.28 0.001 0.000 0.922 
TIMP1 NM_001032939. 0.23+0.09 0.3340.15 0.005 0.009 0.645 
TNFRSF 1B XM_001105753. 0.4140.19 1.06+0.61 0.191 0.900 0.131 
TNNCI XM 001085656. 0.64+0.12 0.41+0.14 0.106 0.024 0.336 
SAAI XM_001086137. 626.33+64.41 499.48+127.54 0.000 0.000 0.145 
ACE AY348177.1 2.43+0.45 1.71+0.31 0.050 0.363 0.193 
CCR2B NM_001032806. 25.3943.33 26.93+3.23 0.000 0.000 0.643 
ICAMI NM 001047135. 0.00 2.70+0.40 0.000 0.003 0.000 
IFNG D89985.1 0.78+0.12 0.04+0.02 0.224 0.002 0.011 
IL10 NM_001044727. 1.36+0.20 0.28+0.17 0.325 0.029 0.013 
IL6 AB173894.1 0.00 0.02+0.01 0.000 0.003 0.000 
NFKBI XM 001108898. 0.19+0.18 0.48+0.19 0.006 0.056 0.059 
PPARG AF033343.1 3.26+1.08 0.7140.28 0.014 0.840 0.009 
SELL NM_001042763. 0.00 0.93+0.23 0.000 0.328 0.000 
TNF NM_001047149. 1.4540.15 0.1340.02 0.027 0.001 0.000 
TNFRSF1A XM 001118232. 2.8540.36 2.13+0.06 0.024 0.157 0.217 


RQ: 相对 表达 量 (Relative expression quantity). 
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2.3 ”人 和 食 蟹 猴 心 血管 病 相关 基因 表达 模式 比较 (P<0.05)( 图 2); 此 外 ，SERPINE] 9 TNFRSF1B 在 人 
荧光 定量 PCR 共 检 测 到 42 个 心血 管 病 相关 基 。 ” 和食 蟹 猴 中 均 表 达 恒 定 (P>0.05)。 

因 在 人 和 食 蟹 猴 外 周 血 白细胞 内 均 有 效 表达 。 分 别 

以 正常 人 和 食 角 猴 作为 参照 ,计算 心血 管 病 相关 基 

因 在 心血 管 疾病 高 风险 人 和 食 蟹 猴 中 相对 表达 量 。 

通过 比较 分 析 人 和 食 蟹 猴 心 血管 病 相关 基因 表达 

模式 , 我 们 发 现 共有 22 个 心血 管 病 相关 基因 在 人 和 



























































91r a ff 
| ak 







































































相对 表达 量 
Relative express quantity 
Un 




























































































Uaec lE 21r 
食 鳃 锋 中 随 着 心血 管 病危 险 性 升 高 表达 模式 一 致 。 ne RN B s m 
其 中 APOAI. APOF. FGG. GLGI. IL6ST. LTA 1 APOAI APOF FGG  GLGI IL6ST LTA PLTP 
Il PLTP 在 心血 管 疾病 高 风险 人 和 心血 管 疾病 高 凡 TM " lu 
j $ rbd RARAS RA 图 ! ARRERA EVK C ARA 
Es fx EIR KIA E BY SE E VR (P<0.05)( 图 1 ); Fig.1 Up-regulated cardiovascular disease-related genes 
CCL2、CD40LG、DBP 等 13 个 基因 均 表 达 下 调 between human and crab-eating macaques 
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Fig.2 Down-regulated cardiovascular disease-related genes between human and crab-eating macaques 























MS 基因 表达 的 相关 性 ,我们 发 现 如 果 用 传统 的 心血 管 
3 讨论 病 风险 因素 对 实验 狼 进 行 心血 管 病危 险 性 评估 ， 高 

20 世纪 70 年 代 末 诞 生 了 基因 诊断 , 基因 诊断 ”风险 组 实验 猴 心 血管 病危 险 性 要 显著 高 于 低 风 险 
可 以 揭示 尚未 出 现 症状 时 与 疾病 相关 的 基因 状态 ， ”组 和 正常 组 实验 猴 ， 而 低 风 险 组 和 正常 组 之 间 差 异 
从 而 可 以 对 表 型 正常 的 携带 者 及 某 种 疾病 的 易 感 ” 不 大 ; 但 是 实时 菊 光 定量 PCR 结果 显示 高 、 低 风险 
者 作出 诊断 和 预测 。 心 血管 病 在 出 现 明显 临床 症状 ”组 之 间 只 有 14 个 心血 管 病 相关 基因 出 现 表 达 差 异 ， 
之 前 有 一 个 较 长 的 潜伏 期 , 通常 在 出 现 症 状 时 已 进 低 风 险 和 正常 组 之 间 却 有 45 个 心血 管 病 相关 基因 
入 后 期 , 急性 冠 心病 事件 ,心肌 梗塞 等 通常 为 突然 。 出 现 表达 差异 。 该 结果 表明 ， 心 血管 病 早 期 心血 管 
RE, 常常 来 不 及 医治 (World Health Organization, 病 相关 基因 表达 变化 的 出 现 往 往 要 早 于 传统 的 风 
2007; World Health Organization, 2003)。 因 此 , 利用 WAR, 而 那些 在 正常 组 和 低 风 险 组 之 间 出 现 表 达 
基因 诊断 技术 对 心血 管 病 进 行 风险 预警 和 早期 诊 。 差异 的 基因 可 作为 心血 管 病 风险 预警 指标 。 
断 对 人 类 健康 意义 重大 。 大 量 研 究 表明 ,血脂 异常 、 炎 症 、 血 栓 、 内 皮 

我 们 采用 实时 荧光 定量 PCR 方法 检测 低 风 险 、 损伤 等 都 是 心血 管 病 的 重要 危险 因素 (Toru,2009)。 
高 风险 和 正常 组 食 蟹 猴 外 周 血 白细胞 内 心血 管 病 KIEA (David et al, 2004)C- 反 应 蛋白 、ICAMI1、 
相关 基因 表达 状态 ,结果 共 检 测 到 65 个 心血 管 病 ” IL6 、CD40LG 、IL18， 以 及 载 脂 和 蛋白 (Chen et 
相关 基因 。 通 过 分 析 三 组 实验 猴 心 血管 病危 险 性 和 ” ” al,2007)APOA1、APOB 等 已 经 应 用 于 心血 管 病 早 
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期 诊断 和 研究 当中 。 因 此 ,我 们 筛选 出 来 的 出 现 表 
达 差 异 的 基因 不 但 能 反映 相应 的 病理 状态 ,还 能 应 
用 于 心血 管 病 风险 预警 和 早期 诊断 当中 。16 个 表达 
明显 上 调和 19 个 表达 明显 下 调 的 心血 管 病 相关 基 
因 可 用 于 区 分 正常 和 异常 ; CD40、PLTP、SELPG，、 
IFNG, GRN, FASLG 和 15 个 表达 模式 特异 的 心 
贮 病 相关 基因 可 用 于 区 分 低 风 险 和 高 风险 。 

共有 42 个 心血 管 病 相关 基因 在 人 和 食 蟹 锋 外 



































































































































































































































蟹 猴 的 研究 结果 也 可 应 用 于 人 。 有 些 基因 在 人 和 食 
稻 猴 之 间 表 达 模 式 不 一 致 ， 这 可 能 是 由 人 猴 差 异 或 
他 病理 现象 导致 的 , 我 们 正在 研究 其 具体 原因 。 
目前 PCR 芯片 技术 已 经 被 应 用 于 心血 管 病 临 
床 诊断 当中 , 但 是 其 在 心血 管 病 风险 预警 和 早期 诊 
断 中 的 应 用 还 有 待 开发。 通过 进一步 研究 确认 上 述 
心血 管 病 相关 基因 的 表达 模式 , 然后 将 这 些 基因 制 
备 成 PCR 芯片 , 再 结合 传统 的 心血 管 病 风 险 因素 
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周 血 白细胞 内 均 有 效 表 达 , 其 中 22 个 心血 管 病 相 
关 基因 在 人 和 食 稻 猴 之 间 表 达 模 式 一 致 ， 这 表明 食 
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可 更 早 、 更 准确 的 对 心血 管 病 进 行 风 险 预警 和 早期 
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中 老年 食 蟹 猴 群 中 糖尿 病 相 关 基 因 的 表达 状态 


张 秀 娟 1 Ax. Be! Bg E ' 张 艳 春 alee? BAR 


(1. 广东 省 昆虫 研究 所 ， 广东 广州 510260; 2. 广东 蓝 岛 生物 技术 有 限 公 司 ， 广东 广州 510555) 


























摘要 : 该 研究 选择 10 岁 以 上 健康 中 老年 食 蟹 猴 138 只 , 按 空腹 血糖 值 (FPG) 将 其 分 为 低 血 糖 组 、 血 糖 正常 组 
和 高 血糖 组 。 采 用 全 自动 血液 生化 仪 分 别 检测 各 组 中 总 胆固醇 (ICHO)、 甘油 三 酯 (TG)、 高 密度 脂 蛋 白 胆 
醇 (H8DL-C) 和 低 密 度 脂 蛋白 胆固醇 (LDL-C) 的 水 平 变化 ; 采用 交 光 定量 PCR 分 析 食 蟹 猴 外 周 血 白 细胞 中 37 个 糖尿 
病 相关 基因 的 mRNA 表达 情况 。 结 果 表 明 , 血清 血脂 水 平 HDL-C、LDL-C、TCHO 和 TG 都 与 FPG 分 组 无 显著 
相关 性 (P>0.05)， 而 外 周 血 白 细胞 中 ACE, ACLY. PRKCBI. SLC244. SNAP23. VAPA, IGF2BP2. IFNG 8 个 基 
因 的 mRNA 表达 水 平 随 FPG 的 升 高 而 显著 上 调 (P<0.05)。 


关键 词 : BHR, 血脂 ; 外 周 血 白细胞 ; 糖尿 病 ; 基因 表达 
中 图 分 类 号 : R587.1; Q959.848; R-332 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0300-07 
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Expression status of diabetes-associated genes in middle 
and aged cynomolgus monkeys 


ZHANG Xiu-Juan', LI Xue-Jia!, XIA Ji-Liang', YAN Sun-Xing’, JI Fang, ZHANG Yan-Chun, 
LIU Xiao-Ming"?, PENG Bai-Lu'^" 


(1. Guangdong Entomological Institute, Guangzhou 510260, China; 2. GuangDong Landau Biotechnology Co., LTD, Guangzhou | 510555, China) 


Abstract: A total of 138 middle and aged cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis) (above 10 years) were 
classified into three groups based on fasting plasma glucose (FPG) values, specifically low FPG, normal FPG, and high 
FPG group. Total cholesterol (TCHO), triglycerides (TG), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C), and low density 
lipoprotein cholesterol (LDL-C) were detected in blood by automatic biochemical analyzer. The mRNA expressions of 37 
diabetes-associated genes were analyzed with Real-time PCR in monocytes isolated from monkey peripheral blood. No 
significant correlation between the four serum lipid indictors HDL-C, LDL-C, TCHO, TG and FPG (P>0.05) were 
found. However, the expressions of ACE, ACLY, PRKCB1, SLC2A4, SNAP23, VAPA, IGF2BP2, and IFNG were 
significantly enhanced when FPG increased (P«0.05). 


Key words: Cynomolgus monkey; Serum Lipid; Peripheral blood leucocytes; Diabetes; Gene expression 



























































糖尿 病 是 一 种 慢性 代谢 性 疾病 , 其 中 90% 以 上 ” 糖 耐 量 2 h 血糖 ， 以 及 随机 血糖 水 平 作为 诊断 糖尿 
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E 会 增加 到 3.6 亿 。 糖 尿 病 已 成 为 仅 次 于 癌症 、 心 准 , 将 HbAlc 处 于 $.7% 一 6.4% 之 间 者 以 及 空腹 
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的 患者 为 2 型 糖尿 病 。 据 世界 卫生 组 织 [WHO, 2009) — 病 的 依据 。 新 近 , 美国 糖尿 病 协会 (ADA) 提 出 新 增 





th, 全 世界 有 超过 2.2 亿 的 糖尿 病 患者 , 2030 年 可 ”糖化 血红 蛋白 (HbAlc) 关 6.3% 作 为 诊断 糖尿 病 新 标 
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5 血管 病 的 人 类 第 三 大 疾病 。 糖 受 损 和 糖 耐 量 受 损 的 个 体 统称 为 糖尿 病 风 险 ] 
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2 型 糖尿 病 患 者 容易 引发 各 种 并 发 钙 , 如 糖尿 ”高 人 群 。 然 而 ， 上述 指 标 很 难 检测 糖尿 病 的 早 前 
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病 肾病 、 视 网 膜 病变 等 , 而 且 糖 尿 病 是 导致 心血 管 ”鉴于 糖尿 病 的 高 危害 性 和 难 治 愈 性 ， 因 此， 需要 寻 
疾病 最 重 的 因素 之 一 。 目前 , 我 国 主要 将 空腹 血糖 、 ” 找 新 的 糖尿 病 时 前 期 诊断 方法 和 技术 ,以 便 对 糖尿 
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病 进 行 更 早 发 现 和 更 早 防治 。 
随 着 人 们 对 ; 雪 尿 病 发 病 机 理 的 不 断 认 识 ， 从 分 
















































































T EEA E 的 早期 诊断 和 风险 预警 已 
有 可 能 。 若 能 掌握 糖尿 病 相关 基因 在 糖尿 病 发 病 进 

















程 中 uum 再 结合 血糖 等 常规 检测 指标 ， 有 
望 更 好 地 对 糖尿 病 进 行 风险 预警 和 早期 诊断 。 近 年 
来 , 有 研究 糖尿 病 相 关 基 因 的 多 态 性 来 预测 糖尿 病 
风险 (Jeon et al, 2010); 外 周 血 白细胞 中 基因 表达 情 
况 可 间接 反映 个 体 糖 尿 病 状况 (Kaizer et al, 2007; 
Takamura et al, 2007; Jin et al, 2011). 

FEAR KZJ BR EAE. ERES 
遗传 、 解 剖 特 征 等 与 人 非常 相似 。Tigno et al(2004) 
发 现 自发 性 2 VUE BONES, 在 发 病 过 程 中 也 经 
历 与 人 类 2 型 糖尿 病 相似 的 胰岛 素 抵 抗 、 糖 代谢 异 
常 和 高 胰岛 素 血 症 等 阶段 。 近 年 来 , 食 蟹 猴 越 来 越 
多 地 被 用 于 糖尿 病 相 关 研 究 中 。 为 了 调查 一 些 糖尿 
病 相关 基因 与 糖尿 病 发 病 病 程 关系 ， 本 研究 以 138 
只 中 老年 食 蟹 猴 为 主要 研究 对 象 ， 以 空腹 血糖 (ECPG) 
为 分 组 依据 , 检测 其 常规 血液 生化 指标 。 同 时 , 采 
用 荧光 定量 PCR 分 析 其 外 周 血 白细胞 中 糖尿 病 相 
关 基 因 的 表达 情况 与 FPG 的 关系 。 

1 材料 与 方法 
1.1 实验 动物 

选择 10 岁 以 上 中 老年 健康 、 普 通 饲 养 的 食 蟹 
猴 共 计 138 只 (其 中 雄性 65 R, 上 肉 性 73 R), 广东 蓝 
Eb EASA BRA i] GEE RR 
1.20 血清 生化 指标 的 测定 与 实验 动物 分 组 
1 清 样本 的 采集 : REIER 14~16h Ja, 隐 
静脉 采血 3 mL， 置 于 促 凝 管 中 ， 室 温 放 置 30 min, 

4 000 r/min 离心 20 min 分 离 血 清 , 立即 检测 FPG, 
TCHO、TG、HDL-C 和 LDL-C 五 项 指标 (日 立 7020 
全 自动 生化 分 析 仪 )。 

实验 动物 分 组 : VA PEE EC EO FPG 为 因 变 量 ， 
对 FPG 进行 正 态 分 布 检验 ,剔除 极 值 , FPG 数值 基 
本 接近 于 正 态 分 布 。 参 考 本 实验 室 对 食 蟹 猴 血 糖 值 
的 调查 分 析 (Hao et al, 2011)， 本 研究 根据 FPG 值 将 
究 对 象 分 为 三 组 ， 即 低 血 糖 组 (第 I 组 )(FPG=3.20 
mmol/L)、 血 糖 正 常 组 (第 工 组 )(3.20 mmol/L FPG 
<5.50 mmol/L) fI re ifi. 93i ZH ( 5 IT ZH. (FPG =5.50 
mmol/L). 

1.3 ”提取 外 周 血 白 细胞 总 RNA EK cDNA 的 制备 
股 静脉 采血 3 mL 置 于 含 肝 素 抗 凝 管 中 ， 将 其 
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与 15 mL 红细胞 裂解 液 (Ma et al, 2007)(1.6 mmol/ 
LEDTA, 10 mmol/L KHCO;, 153 mmol/L NH,Cl, 
pH 7.4) 混 匀 , 冰 上 放置 30 min, 201 g 离心 5~10 
min 收集 外 周 [日 细胞 ， Trizol 法 (Invitrogen) 提 取 外 
周 血 白细胞 总 RNA, 通过 凝 胶 电泳 检测 RNA 的 质 
i, 并 计算 其 浓度 。 取 大 约 0.5 ug RNA, 用 
EasyScript First-Strand cDNA Synthesis SuperMix 将 
RNA 道 转录 成 cDNA, 所 得 cDNA 于 -20 CRTE 
备用 。 
1.4” 英 光 定 量 PCR 反应 

37 个 糖尿 病 相关 基因 可 在 食 蟹 锋 外 周 血 白 细 
We FUR ICA GRUSS, 待 发 表 )， 因 此 ， 本 研究 采用 
KIGE Æ PCR 检测 这 37 个 糖尿 病 相 关 基 因 在 中 老 
年 食 蟹 猴 外 周 血 白细胞 中 的 mRNA 表达 状况 。 这 
37 个 基因 按 功能 分 为 如 下 6 类 : 

代谢 酶 类 : ACE. ACLY. G6PD. GSK3B. 
HMOXI. IDE. PRKCBI. PYGL; 受 体 、 通 道 和 运 
输 蛋 白 类 : AQP2. CCR2. CEACAMI. CTLA4. 
GCGR、 ICAMI, NSF, RAB4A、 SELL. SLC2A4. 
SNAP23. STX4. STXBP2. TNFRSFlA. VAMP3, 
VAPA; 分 泌 因 子 类 : AGT. IFNG. INS, TNF; 信号 
转 导 类 : IGFBP5. PIK3C2B. PIK3RI. IkBor, 转录 
因子 类 : NEUROD1, PPARGC1, IGF2BP2; 肥胖 相 
X: CDKN2B. FTO. 

以 GAPDH 作 内 参 (Sluimer et al, 2007), Pr f 
尿 病 相关 基因 和 内 参 的 PCR 产物 长 度 均 在 200~ 
300 bp 之 间 。 采 用 SYBR Green I 染料 (TaKaRa) 在 
Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR 
System 上 进行 荧光 定量 PCR, 荧光 定量 PCR 为 20 
uL 反应 体系 : 10 uL SYBR? Premix Ex Taq™ (2x), 
0.4 uL PCR Forward Primer(10 pmol/L), 0.4 uL PCR 
Reverse Primer(10 pmol/L), 2 unLcDNA, 7.2 uL 
ddH2O。 菊 光 定 量 PCR 反应 步骤 (1)95 C, 30 s; 
(2)95 C, 5s; 60 C, 34s， 共 40 个 循环 ; (3) 溶 解 曲 线 
分 析 采 用 系统 默认 设置 ( 即 95 "C, 15 s; 60 °C, 1 min; 
95 °C, 15 s; 60 °C, 15 s; 速度 为 1.6 'C/s)。 所 有 基因 
PCR 产物 均 纯 化 回收 ， 并 测序 验证 ,并 将 测序 结果 
与 华 大 基因 食 蟹 猴 数 据 库 中 相应 基因 比 对 验证 。 所 
有 荧光 定量 PCR 反应 均 重 复 三 次 。 
1.55 数据 处 理 和 分 析 

采用 Applied Biosystems StepOne™ Software 
v2.1 对 荧光 定量 PCR 结果 进行 初步 分 析 ， 以 低 血糖 
组 为 参照 样本 , 2 4 法 分 析 各 基因 的 相对 表达 量 , 
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相关 数据 以 xX ES 表示 。 用 软件 SPSS17.0 单 因素 方 之 间 差 异 极 显 著 (P 001) 而 HDL-C. LDL-C, 
差分 析 (one-way ANOVA), P«0.05 认为 有 显著 性 ” TCHO 和 TG 都 与 FPG 无 明显 相关 性 (P>0.05)。 
差异 。 2.2 ”糖尿 病 相关 基因 在 中 老年 食 蟹 猴 中 的 表达 分 析 
25 m 去 除 无 扩 增 痰 光 信 号 、 溶 解 曲 线 差 、Ct < 8 或 
7 Ct > 35 RACIE >13 的 痰 光 定 量 PCR 反应 , 采用 2 
21 中 老年 食 蟹 猴 血 清 血 糖 与 血脂 的 关系 人 人 CT 法 计算 各 基因 相对 于 低 血糖 组 食 蟹 猴 中 相应 
本 研究 分 析 了 4 个 脂 代谢 相关 血液 生化 指标 与 ” 基因 的 表达 量 , 结果 如 表 2、3 所 示 。 在 高 能 量 膳食 
FPG 水 平 的 关系 ( 表 1), 统计 结果 表明 , FPG 在 3 组 ” 诱导 的 小 批量 食 蟹 猴 的 全 病程 糖尿 病 模型 中 可 检 


表 1 Ale] FPG 组 与 4 个 血 生化 指标 的 统计 分 析 ( +S) (mmol/L) 
Tab.1 Statistical analysis of different FPG groups and four blood lipid biochemical indicators( x +S) 





















































































































































组 别 Group FPG TCHO HDL-C LDL-C TG 
第 I 组 Group I (N=20) 2.66+0.37 2.60+0.68 1.36+0.45 0.69+0.33 0.85+0.42 
第 [组 Group II (N=86) 4.28+0.57 2.67+0.65 1.35+0.40 0.78+0.37 0.79+0.26 
第 三 组 Group III(N-32) 6.36-0.58 2.55+0.65 1.2340.39 0.78+0.30 0.84:-0.33 
Pj , i «0.001 Pi 170.672 Pi ~M 170.906 Pi , 1170.403 P Iz 170.414 
P-Value Pj 3 ITI<0.001 Py 10.861 ‘Pr ,I1=0.375 P I, 170.487 P I II=0.904 
Py, n«0.001 Py. 170.222 Py, m=0.091 Py, 170.963 Py, m=0.415 


X2 与 FPG 显著 相关 的 8 个 糖尿 病 相关 基因 的 相对 表达 量 分 析 ( S) 


Tab.2 Relative expression analysis of eight diabetes related genes significantly associated with FPG( x +S) 
相对 表达 量 Relative quantity 










































































符号 Symbol GenBank 登录 号 表达 水 平 样本 数 第 I 组 8 IL 2H. BMA 
RY Accession No Expression level Samples Group Í Group II GroupllI 
低 23 0.65+0.16 0.42+0.13 0.8940.22 
H cH 出 H 
Fone DQ147961 中 32 0.83+0.38 0.85+0.18 2.4120.16 
高 33 2440.47 2.10+0.48 3.8240.36 
总 体 平 均值 88 0.93+0.38 1.3740.79 1.86+1.27"° 
AK 20 0.83+0.2 0.6740.16 0.9740.22 
H 士 H + 
RG] T0080 中 31 .19+0.26 1.42+0.33 2.16+0.55 
> 高 34 .93+0.32 2.80+0.56 4.0440.53 
总 体 平 均值 85 3640.61 1.88+0.95 2.5241.37** 
低 11 0.82+0.11 1.8740.48 0.26:0.20 
H 士 En H 
E ETT SO SERES 中 11 1.03+0.02 4.25+0.48 1.22+0.20 
= zi 15 5240.23 10.5143.01 14.16+9.90 
总 体 平 均值 37 .03+0.02 5.5444.10 8.70410.21?* 
低 17 0.95+0.31 0.66+0.23 1.6040.26 
H + m H 
SNRA MT 中 28 .31+0.38 1.55+0.56 2.88+0.45 
高 14 5940.21 4.63+1.15 4.75+0.65 
总 体 平 均值 59 4240.74 1.9441.60 3.16+1.30°° 
低 29 0.59+0.11 0.69+0.17 1.38+0.43 
MASA NB 中 35 .164+0.35 1.4240.27 2.4640.31 
z 25 5740.36 2.57£0.36 4.1240.29 
总 体 平 均值 89 3640.35 1.5640.79 2.2941.16?* 
低 33 0.64+0.12 0.51+0.28 0.66+0.07 
ANG a 中 31 0440.25 1.7240.38 1.7840.36 
= z 20 2.4740.49 4.874£1.99 4.7541.61 
总 体 平 均值 84 .52+0.78 1.69+1.76 2.7442.09* 
低 30 0.52+0.10 0.44+0.20 0.62+0.06 
ep ee 中 20 0940.25 1.80+0.79 1.87+0.70 
= 高 31 4.01+0.32 4.774£1.79 7.86+2.78 
总 体 平 均值 81 2.84+1.69 2.6343.03 3.9943.86" 
低 25 0.82+0.21 0.55+0.38 1.09+0.61 
H EN EV TN 
XUÉ XVI a 19 1.08+0.23 2.91+40.99 5.49+0.25 
z 22 1.5840.54 7.76+1.96 17.3643.82 
总 体 平 均值 66 1.42+0.43 3.664:3.43 9.61213.38* 
此 表 中 数值 分 别 为 其 相对 于 低 血糖 组 的 表达 量 ,数据 用 无 士 8 表示 , 采用 SPSS17.0 One-Way ANOVA 分 析 组 间 差 异 ， 其 中 数值 上 标 字 母 a 
















































































表示 第 开 组 与 第 II 组 相 比 ， 差 异 显著 (P<0.05); b 表示 第 工 组 与 第 II 组 相 比 ， 差 异 显 若 (P<0.05)。 

Gene relative expression was compared with the expression of gene respectively in low FPG group, data indicated as X +S. Differences between 
groups were analyzed by SPSS17.0 One-Way ANOVA. Superscript letters “a”? P<0.05 for relative quantity of group II/group III were considered 
statistically significant, and “b” P<0.05 for relative quantity of group I /group III were considered statistically significant between gene relative 
expression quantity normal blood sugar and high blood sugar group P «0.05, “b” that high glucose group compared with the low blood glucose. 


3 期 张 秀 娟 等 ， 中 老年 食 蟹 猴 群 中 糖尿 病 相 关 基 因 的 表达 状态 
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表 3 29 个 糖尿 病 相 关 基因 在 中 老年 食 蟹 猴 群 中 的 相对 表达 量 分 析 ( x +5) 


Tab.3 Relative expression analysis of 29 diabetes-associated genes in middle or aged cynomolgus monkeys (x +S) 
相对 表达 量 Relative quantity 












































符号 Symbol GenBank 登录 号 表达 水 平 样本 数 第 [组 第 开 组 第 II[ 组 
EY Accession No Expression level Samples Group I Group II Group III 
低 29 0.85+0.22 0.70+0.20 0.5640.15 
中 23 0.95+0.26 1.6940.33 1.2440.18 
G6PD XM_001095273 E 
高 27 1.3240.13 5.63+1.40 2.92+0.73 
总 体 平均 值 79 1.15+0.46 2.58+2.29 1.6441.19 
低 30 0.79+0.21 0.46+0.09 0.46+0.10 
中 28 0.99+0.26 0.77+0.14 0.93+0.11 
GSK3B XM_001110547 a 
高 23 1.16+0.31 1.4740.39 1.4540.30 
总 体 平均 值 81 1.09+0.46 0.90+0.49 0.80+0.37 
低 18 0.80+0.17 0.62+0.18 0.8740.17 
中 36 1.18+0.18 1.5240.24 1.3940.23 
HMOXI XM 001113241 i 
ny 37 2.3140.24 3.07+0.88 2.96+0.15 
总 体 平均 值 91 1.37+0.76 2.05+1.09 1.78+0.82 
低 22 0.98+0.23 0.74+0.13 1.1720.28 
中 32 1.0140.25 1.5340.35 1.9540.32 
IDE XM_001090017 i 
" 17 2.45+0.33 2.99::0.57 3.83+0.71 
总 体 平均 值 71 1.71+0.75 1.61+0.92 2.09+1.01 
低 29 0.89+0.23 0.43+0.17 0.44+0.15 
中 28 1.8140.79 2.13+0.89 1.5240.36 
PYGL XM 001102253 ! 
高 20 4.06+1.34 5.63+1.62 9.7543.96 
总 体 平均 值 77 2.77+1.54 2.30+2.19 3.6644.76 
低 19 0.98+0.32 0.74+0.25 0.1740.07 
中 20 1.0340.25 2.61::0.88 1.92+0.68 
AQP2 XM_001110572 . 
高 17 1.52+0.12 7.65+2.15 8.9244.58 
总 体 平均 值 56 1.53+0.45 3.2342.96 3.5544.69 
低 21 1.13+0.41 0.72+0.10 0.36--0.06 
中 25 3.3140.74 2.52::0.88 1.0440.24 
CCR2B AF013958 2 
" 20 6.32::0.35 11.48+3.48 7.01+1.40 
总 体 平均 值 66 3.45+2.36 4.76+4.98 2.9943.27 
低 30 1.09+0.39 0.64+0.23 0.3740.17 
中 23 1.6640.14 2.24+1.04 2.65+0.70 
CEACAMI NM 001712 " 
高 18 2.56+0.31 7.32+1.79 7.0340.93 
总 体 平均 值 71 1.88+0.82 2.9543.30 3.0543.16 
低 31 0.77+0.21 0.53+0.11 0.5940.12 
中 33 1.2440.32 1.5640.46 2.16+0.32 
CTLA4 AF344846 D 
高 20 3.26+0.37 5.13+1.31 5.10+1.65 
总 体 平均 值 84 1.74+1.26 1.91+1.77 2.2342.20 
低 9 0.91+0.30 0.51+0.18 1.30+0.26 
中 13 1.1840.22 1.6140.46 4.05+0.22 
GCGR XM_001111894 B 
" 15 5.48+0.62 7.83+2.68 7.92+0.29 
总 体 平均 值 37 3.28+2.55 4.4743.93 4.18+2.46 
低 18 0.89+0.21 0.69+0.18 1.0140.16 
中 25 1.2740.31 1.5740.37 2.424:0.59 
ICAMI NM 001047135 i 
" 24 4.7140.44 4.36+1.04 10.23+3.05 
总 体 平均 值 67 2.69+1.65 2.44+1.71 4.0444.28 
低 22 0.86+0.22 0.66+0.16 0.9440.16 
中 38 1.0740.24 1.4140.29 1.4940.12 
NSF XM 001105450 
= " 15 2.32+0.13 2.66+0.44 2.80+0.55 
总 体 平均 值 75 1.54::0.68 1.31+0.65 1.78+0.86 
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相对 表达 量 Relative quantity 
符号 Symbol GenBank 登录 号 表达 水 平 样本 数 第 I 组 EIH EMH 
aN Accession No Expression level Samples Group I Group II Group III 
低 33 0.91+0.24 1.14+0.31 0.9140.23 
中 32 1.40+0.25 2.1640.33 2.02+0.58 
RAB4A XM_001082985 . 
" 24 2.27+0.15 3.6640.62 4.17+0.74 
总 体 平均 值 89 1.56+0.57 2.16+1.12 2.15+1.28 
低 28 0.99+0.34 0.76+0.19 0.70+0.10 
中 50 1.76+0.18 1.4540.31 1.4340.27 
SELL NM_001042763 7 
" 27 1.98+0.25 2.82+0.85 2.62+0.50 
总 体 平均 值 105 1.27+0.47 1.75+0.95 1.44+0.66 
低 23 0.68+0.14 0.66+0.24 0.7440.22 
中 39 1.4640.36 1.63+0.30 1.3740.26 
STX4 XM 001111716 i 
高 39 1.83+40.39 3.7641.20 3.5341.13 
总 体 平 均值 101 1.46+0.36 2.31+1.57 2.01+1.33 
低 32 0.79+0.05 0.63+0.21 0.72+0.2 
中 22 0.95+0.07 1.60+0.20 1.5720.28 
STXBP2 XM 001097163 7 
高 22 1.97+0.14 3.2540.88 32541.1 
总 体 平均 值 76 1.40+0.46 1.60+1.22 1.67+1.1 
低 21 0.71+0.13 0.65+0.20 0.72+0.2 
中 20 1.05+0.28 1.3440.24 1.4840.37 
TNFRSF1A XM_001118232 ie 
" 21 1.98+0.35 4.35+1.72 4.31+1.8 
总 体 平均 值 62 1.45+0.88 2.2141.94 2.00+1.83 
低 38 0.77+0.10 0.70+0.18 0.82+0.22 
中 36 1.63+0.43 1.4740.32 1.4340.30 
VAMP3 XM 001095950 " 
高 20 3.69+40.84 3.2640.79 2.79+0.71 
总 体 平均 值 94 1.93+1.36 1.3540.93 1.75+0.90 
低 22 0.75+0.24 0.73+0.39 0.78+0.50 
中 19 1.3540.51 2.3440.84 3.3541.52 
AGT XM 001107315 » 
高 21 4.80+1.82 6.90+1.74 10.01+2.53 
总 体 平均 值 62 3.07+2.22 3.2342.92 4.5444.42 
低 25 1.04+0.35 0.63+0.29 0.48+0.29 
中 16 2.6740.56 1.4440.23 1.55+40.30 
INS J00336 à 
on 24 3.80+0.00 4.17+1.71 5.28+1.02 
总 体 平均 值 65 2.34+1.28 2.2941.99 2.1242.10 
低 35 0.58+0.14 0.36+0.11 0.52+0.17 
中 43 0.98+40.13 0.87+40.15 1.28+0.22 
TNF NM 001047149.1 i 
" 15 1.3240.26 2.2340.42 2.5740.41 
总 体 平均 值 93 0.98+0.33 0.78+0.59 1.39+0.83 
低 11 0.93+0.28 1.52+0.10 1.5840.24 
中 12 1.1540.35 6.1142.18 2.12+0.21 
IGFBP5 XM 001087426 A 
高 11 2.1340.12 22.8547.59 5.174£1.09 
总 体 平均 值 34 1.95+1.35 10.53+10.39 3.1142.49 
低 22 0.60+0.19 0.4740.24 0.23+0.13 
中 19 1.1340.17 9040.51 1.18+0.52 
PIK3C2B AB172565 x 
高 18 3.45+0.34 4.65+0.43 7.25+2.74 
总 体 平均 值 59 2.09+1.09 5141.68 3.0843.72 
低 28 0.76+0.15 0.7140.14 0.6740.15 
中 35 0.99+0.23 .91+0.54 1.38+0.26 
PIK3R1 XM_001088964 7 
" 23 3.2840.23 4.2741.29 3.5541.04 
总 体 平均 值 86 2.31+1.29 .90+1.36 2.15+1.60 
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相对 表达 量 Relative quantity 
符号 Symbol GenBank 登录 号 表达 水 平 样本 数 第 I 组 EIH EMA 
ae ae Accession No Expression level Samples Group I Group II Group II 
低 28 0.94+0.24 0.94+0.14 1.02+0.2 
中 28 2.05+0.20 1.48+0.21 1.82+40.22 
IkBo XM_001087248 s 
高 26 3.94+0.75 2.39+0.47 2.54+0.18 
总 体 平 均值 82 2.02+1.26 1.59+0.71 1.62+0.5 
低 22 0.90+0.28 1.2540.35 0.4740.22 
中 20 1.60+0.31 3.67+1.22 3.52+1.3 
NEURODI XM 001101024 " 
高 22 2.9840.33 12.59+5.80 15.5444.17 
总 体 平 均值 64 2.78+1.33 5.29+6.00 6.19+7.05 
低 25 1.1740.15 1.464£0.37 0.69+0.39 
中 15 2.15+0.23 3.13+0.99 4.6841.85 
PPARGCI XM 001105289 " 
高 N=25 5.86+0.48 12.1145.18 10.7943.76 
总 体 平 均值 N=65 2.76+1.64 6.28+6.08 6.9748.56 
低 N=42 0.64+0.18 0.5440.22 0.4540.18 
中 N=28 1.66+0.22 2.06+0.61 1.54+0.84 
CDKN2B XM 001107391.2 7 
高 N=19 2.9940.35 7.86+3.93 4.67+1.32 
总 体 平 均值 N=89 2.3141.39 2.60+3.45 1.7141.86 
低 N=23 0.57+0.16 0.6440.18 0.56+0.08 
中 N=12 1.2140.11 1.7340.69 0.99:0.17 
FTO XM 001092038.2 < 
高 N=13 2.85+0.21 4.3840.62 3.5441.17 
总 体 平 均值 N=48 22741.14 1.6441.56 1.6241.54 
测 到 有 37 个 糖尿 病 相 关 基 因 有 效 表 达 ( 郝 香 芬 ， 符 发 症 到 有 并 发 症 , 一 般 要 经 历 一 段 比 较 长 的 时 间 。 
表 )， 其 中 每 个 基因 均 有 其 独特 的 表达 模式 (在 不 。 目前 关于 糖尿 病 风 险 预 警 和 早期 诊断 的 方法 和 手 
同 的 发 病 阶段 中 有 不 同 的 表达 状态 )。 然而， 可 能 | B, EERE FA EES ESEE 
于 个 体 遗 传 差异 造成 在 大 样本 群体 中 的 集合 , 使 某 E BRI ACRE. RAES il) Jav. fis Dr D] 
一 基因 的 表达 状态 在 群体 中 出 现 较 宽 的 分 布 。 为 便 REK, 或 根据 口服 葡萄 糖 耐 量 试验 、 餐 后 血糖 、 
于 对 糖尿 病 风 险 程度 的 评估 , 我 们 将 这 一 分 布 状态 空腹 胰岛 素 及 糖化 血红 重 白 对 糖尿 病 风 险 进 行 预 
划分 为 高 表达 水 平 、! 达 水 平和 低 表 达 水 平 。 测 。 新 公布 的 2010 年 版 《中 国 2 型 糖尿 病 防 治 指 
从 表 2. 3 可 以 得 出 , 37 个 糖尿 病 相关 基因 的 总 南 》 仍 采用 口服 葡萄 糖 耐 量 试验 对 糖尿 病 前 期 人 群 
体 平均 表达 水 平 普 裔 存在 标准 偏差 比较 大 的 现象 ， ”进行 第 查 。 因 此 , 利用 现 有 临床 检测 手段 很 难 对 糖 
经 SPSS17.0 软件 统计 分 析 获 得 ACE. ACLY. 尿 病 进行 早 发 现 、 早 治疗 。 
PRKCB1, SLC2A4、 SNAP23、 VAPA, IGF2BP2, IFNG 2 型 糖尿 病 在 发 病 进程 中 会 出 现 糖 脂 代谢 异 


等 8 个 基因 的 总 体 表达 水 平 随 





空腹 








1 糖 的 升 高 而 显 























著 上 调 (P>0.05)， 详 见 表 2。1 
式 与 FPG 分 组 无 显著 相关 性 
按照 基因 表达 量 的 正 态 
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也 基因 的 表达 模 
( 详 见 表 3)。 各 个 基因 
分 布 将 食 蟹 猴 群 分 为 三 类 























表达 水 平方 式 , 数据 统计 结果 显 
随 FPG 的 表达 趋势 与 总 体 平均 表达 趋势 呈现 
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常 。 大 量 研究 表明 ， 











其 中 HDL-C 就 是 一 个 重要 指标 ， 








50% 的 胰岛 素 抵 抗 的 2 型 糖尿 ; 











内 患 者 和 媳 娠 期 糖尿 





病 患 者 都 存在 HDL-C 水 平 显 著 降低 (Ledet et al, 


1979; Bartha et al, 2000), 降低 的 HDL-C 进而 通过 





三 类 表达 水 平 
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目前 临床 上 主要 以 血糖 为 检测 糖尿 病 的 主 
指标 , 而 2 型 糖尿 病 临 床 前 期 症状 隐 
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展 到 持续 性 空腹 高 
糖 ， 从 无 糖尿 到 有 糖尿 ,从 无 症状 到 有 症状 、 无 并 











管 扩张 作用 的 抑 种 





具有 抗 动脉 粥 样 硬 化 作用 ,并 与 心血 
Ko HDL-C 还 可 以 保护 p 细胞 免 受 胆 固 





呈 负 相 


系列 的 信号 通路 来 降低 LDL-C 对 内 皮 介 导 的 
(Matsuda et al, 1993), 故 HDL-C 
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管 疾病 的 发 生 
醇 对 



































其 的 损伤 、 应 激 引 起 的 细胞 凋 亡 和 胰岛 炎症 的 发 生 ， 














T2DM(Kruit 








2010)。 本 研究 虽然 也 统计 发 现在 中 老年 食 锣 











从 而 可 能 作为 一 种 药物 来 预防 和 治疗 
et al, 
猴 群 中 随 着 血糖 水 


























的 升 高 , HDL-C 水 平 有 不 断 减 
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低 的 趋势 ,但 却 无 统计 意义 上 的 显著 差异 (> 之 0.05)， 











而 TCHO、LDL-C 和 TG 无 变化 趋势 和 统计 相关 性 ， 
在 正常 波动 范围 内 ,这 说 明了 通过 检测 与 糖尿 病 高 
度 相关 的 传统 临床 检测 指标 , 也 无 法 为 2 型 糖尿 病 

























































































风险 预警 找到 合适 的 参考 指标 。 
外 周 血 白细胞 取材 方便 , 对 机 体 无 创伤 性 伤害 ， 
是 一 种 理想 的 临床 诊断 材料 。 本 研究 所 采用 的 荧光 


























定量 PCR .方法 具有 较 高 的 灵敏 性 ,一 些 在 外 周 
细胞 中 表达 丰 度 较 低 的 基因 都 被 检测 到 ， 这 为 进 
步 的 研究 这 些 基 因 在 T2DM 发 病 进 程 中 的 表达 变 
化 提供 了 有 利 的 工具 。 本 研究 以 传统 临床 检测 指标 
空腹 血糖 值 为 主要 分 组 依据 , 检测 并 分 析 了 37 
个 糖尿 病 相关 基因 在 随机 抽取 的 中 老年 食 蟹 猴 中 
的 表达 与 FPG 水 平 的 相关 性 ,结果 发 现 : ACE. 
ACLY、 PRKCBI .SLC2A4 .SNAP23、 VAPA\IGF2BP2、 
IFNG 等 8 个 基因 的 表达 水 平 随 空腹 血糖 的 升 高 而 
显著 上 调 (P<0 05)。 这 些 基 因 在 糖尿 病 的 发 生发 展 
中 都 有 着 重要 的 作用 (Vassilopoulos et al, 2009; 
Zeggini et al，2007)， 如 ATP 柠檬 酸 裂解 酶 (ATP 
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citrate lyase，ACLY) 位 于 细胞 质 ， 是 糖 代谢 一 关键 
基因 , 依赖 ATP 将 柠檬 酸 裂解 为 乙酰 辅酶 A。 研 究 
表明 , ACLY 活性 水 平 对 葡萄 糖 诱导 胰岛 素 分 泌 有 
重要 促进 作用 ( MacDonald et al, 2009; Guay et al, 
2007), 在 T2DM 患者 的 胰岛 中 该 酶 活性 和 mRNA 
水 平 较 正常 人 显著 减低 ( 约 55%)(MacDonald et al, 
009), 而 在 本 研究 中 发 现在 食 蟹 猴 血 液 样本 中 
高 组 该 基因 表达 水 平 上 调 , 这 是 一 个 很 有 趣 的 现 
象 , 可 能 与 糖 代 谢 亲 乱 时 期 、 表 达 组 织 不 同 或 人 猴 
差异 有 关 ， ee ae IUE 
达 模 式 还 在 进一步 的 关注 中 。 

本 研究 是 对 中 老年 食 钥 猴 群体 的 液 样本 中 
37 个 糖尿 病 相关 基因 的 表达 状态 进行 的 分 子 生 物 
FMA. ARKH, 在 传统 生化 指标 难以 对 正常 食 
BOUE OSEE PLIN, HART A A 
尿 病 相关 基因 的 表达 状态 发 现 其 潜在 的 糖尿 病 风 
险 信息 。 如 果 这 些 信息 与 群体 自发 或 诱发 的 糖尿 病 
每 一 阶段 结果 相 对 应 ， 则 可 从 中 遂 选 出 健康 预期 和 
糖尿 病 风 险 预警 的 部 分 候选 指标 。 
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疾病 , 世界 卫生 组 织 预计 ,到 2025 E, 全 球 糖尿 病 ” 糖尿 病 药 物 的 研究 开发 已 成 为 目前 生物 医药 


中 老年 食 蟹 猴 群 体 自发 型 糖尿 病 的 筛选 gee 
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摘要 : 筛选 440 只 中 老年 偏 胖 食 蟹 猴 群 体 中 自发 糖尿 病 个 体 ， 并 探讨 食 蟹 猴 群体 中 糖尿 病 粗 第 的 方法 。 以 调 
查 基础 血糖 值 为 基础 ,推断 疑似 糖尿 病 血糖 值 ， 后 经 OGTT( 口 服 糖 耐量 ) 和 尿检 结果 验证 该 血糖 值 是 否 准 确 。 结 果 
显示 中 老年 偏 胖 食 蟹 猴 群 体 血糖 值 为 (3.88 土 0.98) mmol/L, F 56 只 食 蟹 猴 血 糖 值 大 于 5.0 mmol/L, 被 初步 定 为 
尿 病 个 体 。 这 些 个 体 全 部 糖 耐 量 异常 ， 且 36 只 (69.23%) 出 现 尿 糖 阳性 , 证 明 血 糖 值 大 于 5.0 mmol/L 可 作为 本 群 
食 蟹 猴 糖 尿 病 的 粗 得 标准 。 由 于 针对 中 老年 偏 胖 食 蟹 猴 群体 ， 患 病 率 为 12.72% (56/440), 高 于 我 国 糖尿 病 患 病 
(9.7%). 虽然 该 实验 的 糖尿 病 血 糖 指 标 并 不 适用 于 所 有 食 鳃 猴 群 体 , 但 是 该 筛选 的 流程 简单 快捷 ， 对 动物 损伤 小 ， 
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适用 于 大 群体 糖尿 病 的 筛选 。 
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Screening of spontaneous diabetes mellitus in middle- and 
old-aged cynomolgus monkey 


WAN Yu-Ling"*, ZHANG Yan-Chun”’, PENG Bai-Lu!, LI Xue-Jia?, JI Fang’, 
JIN Li-Sha?, RAO Jun-Hua', LIU Xiao-Ming ^ " 


(1. Guangdong Landau Biotechnology Co. Ltd, Guangzhou 510555, China; 2. Guangdong Entomological Institute, Guangzhou 510260, China) 


Abstract: To screen spontaneous diabetic mellitus and explore methods for its rapid identification, the basal and 
inferred levels of blood glucose of 440 overweight, middle- and old-aged cynomolgus monkeys were analyzed. 
Diagnostic diabetes was further validated by the oral glucose tolerance test (OGTT) and urine glucose. The average level 
of blood glucose of these cynomolgus monkeys was (3.88+0.98) mmol/L, which was lower than the level for suspected 
diabetes (5.0 mmol/L). Of them, 56 (12.72%) monkeys were identified with levels of blood glucose greater than 5.0 
mmol/L and diagnosed as the diabetic subjects. This population showed impaired glucose tolerance using the OGTT and 
39 of the 56 (69.23%) had glucose positive urine. The methods for screening diabetic mellitus used in this study were 
simple, quick, and limited the harm to animals. However, the incidence of diabetes was higher in these tested monkeys 
than in the regular human population in China (9.7%), suggesting that these methods are useful for screening diabetic 
disease in a large population but not suitable for all cynomolgus monkeys. 





Key words: Spontaneous diabetes mellitus; Screening; Blood glucose; Cynomolgus monkey 
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随 着 生活 水 平 提高 , 糖尿病 成 为 全 球 性 的 重大 ” 病 前 期 的 患 病 率 高 达 15.5%(Yang et al, 2010)。 因 此 ， 
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患者 人 数 将 增 至 3 亿 ，《 新 英格兰 医学 杂志 》2010 ”重点 ,而 适宜 的 糖尿 病 动 物 模 型 是 深入 研究 糖尿 病 
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究 数 据 表 明 , 我 国 总 体 患 病 率 已 达 9.7%, 糖尿 ”及 其 并 发 症 的 基础 。 
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BEI ABN TT, 


生 情 温 和 ， 与 人 类 











动 物 学 


的 遗传 物 


质 具 有 高 度 的 同 源 性 , 在 组 织 结构 、 生 理 和 代谢 功 




















能 等 方面 显示 了 许多 与 人 类 相似 的 特征 , 成 为 目前 
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取 血 3 ml, 样本 室温 静 置 30 min 后 4 °C, 4 000 
g/min 离心 10 min, 取 上 层 血 清 用 于 生化 检测 ,指标 


















































应 用 最 为 广泛 的 非 人 灵 长 类 实验 动物 (Wang et al, 














2007)。 同 时 , BBR A RPE 
似 于 人 类 ， 发 病 前 经 历 胰岛 素 抵 抗 、; 





二 尿 病 的 发 生 情况 也 类 























高 胰岛 素 血 症 等 阶段 ， 


并 在 其 后 代 中 也 发 现 糖 耐 

















代谢 异常、 














有 丙 氮 酸 氮 基 转移 酶 (Al 、 谷 草 转氨酶 (Asb、 甘 油 
三 脂 (TG)、 胆 固 醇 (CHO)、 低 密度 脂 蛋 白 胆 固 醇 
(LDL-C) 和 高 密度 脂 和 蛋白 胆固醇 (HDL-C)。 

1.2.3 OGTT 实验 按 4 g/kg 体重 的 剂量 (50% 葡 萄 
























































异常 等 症状 (Ramsey et al, 2000; Hotta et al, 2001; 
Wagner et al, 2001; Wagner et al, 2006). Jb^h, REE 
猴 与 路 齿 类 动物 比 ， 其 生命 周期 长 ， 能 够 充分 地 观 











察 和 研究 糖尿 病 动物 的 糖 代 谢 
谢 的 异常 和 胰腺 、 肝 脏 、 














RARI 





S EUR 





糖 溶液 ) 在 2 min 内 鼻饲 灌 胃 后 ， 分 别 在 0、30、60 
和 120 min 共 4 个 时 间 点 针 刺 后 肢 静 脉 取 血 ， 用 快 
速 血 糖 仪 测定 血糖 。 

1.2.4 数据 处 理 方法 “采用 Excel 和 SPSS 软件 进 
行 统计 学 分 析 , BUX ES 表示 , 各 组 间 差 异 比 




























































































i 
肾脏 等 组 织 的 病 





Y 





理学 改变 





以 及 由 糖尿 病 引 发 的 其 他 各 种 并 发 症 (Cefalu et al, 


2004; Slynkova et al, 2006), KIM, "CER 







































































进行 糖尿 病 生 物 医药 研究 理想 的 模型 。 


本 研究 采用 便携 式 血 
血糖 值 的 调查 基础 上 , Z 



































选 ， 筛 选 出 的 个 体 可 应 用 于 糖尿 病 的 相关 研究 ，j 











的 发 生 、 发 展 及 防治 等 方面 具有 独特 的 优越 性 ,是 


RAXIT 440 Hi fr ROEEUETT 
ES OGTT 及 尿 糖 检测 结果 


究 糖 尿 病 























确定 糖尿 病 粗 第 的 指标 , OG] Er EODEM EP IET fin 








P YA 
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通过 本 次 研究 , EL ER A EDR I Do 


Hip xe FTE o 
1 材料 与 方法 
11 8 m" 


111 实验 动物 8 一 24 91 
440 只 ,其 中 雄性 271 只 和 雌性 169 只 ,由 广东 省 昆 
虫 研究 所 华南 灵 长 类 动物 研究 开发 中 心 提供 。 
1.1.2 ”试剂 与 仪器 ”氯胺酮 IA AE Bh 
































便携 式 血 糖 检测 仪 , 美 
全 目 动 生化 检测 仪 ,日 











RE 
12 方法 


1.2.1 ”实验 前 动物 预 处 于 




















WU PESE RERO 



























































HIS 























国 强生 ， 稳 豪 型 














T XC 








A 7020; 拜耳 尿 液 分 析 仪 
Clinitek Status, 德国 BAYER, 滴 宝 干 化 学 试 尿 液 试 























Ak: EA 
































较 采 用 单 因 素 方 差分 析 ， 以 _P<0.05 表示 差异 显著 ， 
P«0.01 为 差异 极 显著 。 


2 实验 结果 


2.1 ”中 老年 食 蟹 猴 群 体 血糖 值 调查 
中 老年 偏 胖 食 蟹 猴 群 基础 血糖 值 为 (3.88 土 0.98) 
mmol/L， 其 中 雄性 食 蟹 猴 的 血糖 值 为 (3.72 土 0.86) 
mmol/L, JHE YE & f Jj: AY if BH EL A (4.14 1.11) 
mmol/L, JHEP IEE e Se ea TEE 1). 
表 1 PLEA MRA MBA +9) 


Tab. 1 Basal blood glucose of middle- and old-aged 
cynomolgus monkeys 
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组 别 数量 糖 (mmol/L) 

Group Number Blood glucose 
雄性 Male 269 3.72 土 0.86 
雌性 Female 165 4.14 士 1.11” 
总 体 Total 434 3.88 +0.98 








糖 大 于 10 mmol/L 会 严重 影响 群体 正常 血糖 值 的 准确 性 , 予以 去 
除 ， 相 对 于 总 体 血糖 值 , ** 代 表 差 异 显著 (P <0.01)。 


Blood glucose of more than 10 mmol/L was removed for data accuracy; 






























































Compared with the total blood glucoses, the ** over bar indicates 


significantly different with P<0.01. 














As PAESE REBUBLBHEAT ue 2 显示 ，87% 
以 上 个 体 的 血糖 值 分 布 低 于 5.0 mmol/L; 在 血糖 值 





















































Tr IBC OE i 


























止 一 周 , 饮食、 饮水 照常 供应 ， 记 录 其 日 





况 。 于 采血 ， 采 尿检 测 前 一 天 开始 禁 食 ， 禁 食 时间 


保证 在 14—16 h 之 间 。 














常 饮食 情 








1.2.2 ”血糖 检测 及 血清 ， 尿 液 采 集 ” 于 凌晨 6 ni 

















Fi, RRR AIR A 








Be BE ET LANES RR 








BRIA, 立即 针 刺 





后 及 静脉 取 血 ， 并 

















糖 仪 检测 其 血糖 值 。 其 ' 











部 分 个 体 还 需要 


胺 酮 S~10 mg/kg 剂量 对 
KZ] 10 min， 待 实验 猴 到 完 


























j 快 速 
后 股 静脉 









































大 于 5.0 mmol/L MAH, 雄性 20 只 ， 占 雄性 群体 的 
7.38 %, HETE 36 R, 占 肉 性 群体 的 21.30 %; 大 于 
10 mmol/L 个 体 中 , 雄性 2 只 ， 占 雄性 群体 的 0.74 %, 
雌性 为 4 只 ， 占 雌性 群体 的 2.37 %， 雌 性 高 血糖 出 
现 的 比例 明显 高 于 雄性 。 通 过 血糖 值 的 调查 ,初步 
假定 血糖 值 大 于 5.0 mmol/L 为 糖尿 病 疑 似 个 体 ， 共 
有 56 只 食 蟹 猴 为 疑似 糖尿 病 个 体 。 

2.0 OGTT 和 尿 糖 实 验 结果 

对 血糖 值 不 同 的 31 只 食 蟹 猴 ( 血 糖水 平分 










































































































































































3 期 


表 2 














中 老年 食 蟹 猴 血糖 值 调查 表 


Tab.2 Survey of blood glucose in middle- and old-aged 


cynomolgus monkeys 

















































































































糖 值 频数 /频率 (%) 
Blood glucose(mmol/L) Frequency number/ Frequency (%) 
雄性 Male 雌性 Female ”总 计 Total 
2.0~ 44/16.24 19/11.24 63/14.32 
3.0— 154/56.83 71/42.01 225/51.14 
4.0 一 53/19.56 43/25.44 96/21.82 
5.0~ 12/4.43 22/13.02 34/7.73 
6.0~ 4/1.48 7/4.14 11/2.50 
7.0 一 1/0.37 2/1.18 3/0.68 
8.0~ 1/0.37 1/0.59 2/0.44 
9.0— 0/0 0/0 0/0 
10.0— 2/0.74 4/2.37 6/1.36 
合计 Total 271/100 169/100 440/100 
布 见 表 3) 进 行 OGTT。 图 1 显示 不 同 血 糖 值 的 OGTT 
差异 ， 只 有 初始 血糖 值 大 于 5.0 mmol/L 组 , OGTT 
的 2 h 后 血糖 值 仍然 没有 下 降 的 趋势 ,其余 三 组 都 
存在 不 同 程度 的 下 降 ， 且 初始 血糖 值 最 低 组 别 (<4.0 















































mmol/L), Fd Jj 
所 示 ， 当 初始 血 ; 
耐量 异常 ， 且 尿 ] 
mmol/L 之 间 时 ， 
糖 为 阴性 。 
4/6 个 
初始 值 大 于 5.0 mmol/L 以 后 , 所 有 
异常 ，69.2% 个 体 出 现 尿 糖 阳性 。 


FF IB, 

















TTE. 

















当初 始 值 位 于 4.5 一 5.0 


















































和 血糖 值 的 调查 结果 ， 可 以 定义 血糖 值 

















本 糖尿 量 异 常 ， 所 有 个 体 尿 糖 值 仍 为 阴性 。 当 





显 。 结 合 尿 检 结 果 (如 表 3) 
EDF 4.0 mmol/L 时 , 不 存在 糖 
当初 始 值 位 于 4.0 一 4.5 
3/7 个 体 糖 耐量 正常 ,所 有 个 体 尿 

















mmol/L 之 间 时 ， 


NA 





o 





的 个 体 糖 耐量 都 


综合 OGTT, 尿检 





大 于 5.0 














万 玉玲 等 ， 中 老年 食 蟹 猴 群 体 自发 型 糖尿 病 的 第 选 























糖尿 病 个 体 。 
表 3 不 同 血糖 值 对 应 





mmol/L 为 糖尿 病 个 体 , fj 
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定 疑 似 的 56 REIN 

















的 OGTT 异常 及 尿 糖 阳性 情况 


Tab.3 Impaired glucose tolerance and positive urine- 
glucose in different levels of blood glucose 





糖 值 

















糖 耐量 异常 数量 尿 糖 阳性 数量 












































Blood 数量 Number of impaired Number of positive 
Number : 
glucose(mmol/L) glucose tolerance urine-glucose 

74.0 5 0 0 
74.5 7 3 0 
75.0 6 4 0 
PT 13 13 9 

36r 

Eu 

£ 
+3 12r 
闫 810r 
aa sh 
ge * eL 
es 

© 4 上 

= 

S 5L 

E 

L L L J 
UC 0" 30' 60' 120' 
时 间 
Time (S) 
图 1 不 同 血 糖 值 的 水 平 OGTT 
Fig.1 The OGTT corresponding to the different 


levels of blood glucose 


2.3 生理 生化 值 


根据 上 述 结果 ， 把， 
病 组 和 正常 组 ,对 两 者 常规 生理 生化 值 
只 有 TG 和 GLU 存在 差异 , 其 











从 表 4 中 可 以 看 出 ,上 





























老年 食 仍 猴 群体 分 为 糖尿 
进行 比较 。 


























余 各 指标 差异 并 不 显著 。 
AA 食 蟹 猴 糖 尿 病 组 和 正常 组 的 基础 生理 生化 值 的 比较 


Tab.4 Comparative analysis of basal blood physiology and biochemical values in the diabetes and normal cynomolgus monkeys 





组 别 Group ”体重 Weight (kg) Alt (IU/L) 
正常 Normal 7.73+2.34 26.13+14.06 32.19+11.67  4.2240.44 0.6940.36 2.4340.31 
糖尿 病 Diabetes 8.0122.28 34.03426.52 39.23423.92 7.20:2.40" — 1.08:0.90 —— 2.3740.57 








与 正常 组 相 比 , “P<0.05， 差 异 显 著 ; “P <0 


e 








.01， 差 异 极 显著 。 





Ast (IU/L) Glu (mmol/L) TG (mmol/L) CHO (mmol/L) HDL-C (mmol/L) LDL-C (mmol/L) 


1.24+0.45 
1.13+0.29 


0.89+ 
0.88+ 


0.47 
0.45 





Relative to the normal group; the * and ** over bars indicate significantly different with P<0.01 and P«0.001, respectively. 


3 分 


析 


Wang et al (2007) 测 得 食 蟹 猴 空 





(5.56+1.92) mmolL， 雄 性 为 (5.21 











腹 血 糖 值 为 
+1.96) mmol/L, 











=> 
$ 


任性 为 (5.94 士 1.85) mmol/L, WETE if 








糖 值 高 于 雄性 。 




















Zhang et al (2005)30] ER 8E fx 








糖 值 为 (3.67+1.5) 








mmol/L. Xu et al (2000 M4 B AK7 






































空腹 血糖 为 (5.10 











士 1.89) mmolL。 本 实验 排除 极 大 值 的 影响 外 ， 检 
测 得 到 中 老年 偏 胖 食 蟹 猴 群体 基础 1 














糖 值 范围 是 








(3.88 +0.98) mmol/L, MEPE Ce fef BAPE Ps Te 























IE 





o 











f BOB TT JE ful 











糖 值 





调查 由 于 会 受到 种 群 的 年 龄 


























饲养 方式 , 甚至 取样 





(Wang et al, 2004)、 检 测 方 法 (Wen and Sun, 2003)、 


的 时 间 (Zeng et al, 2010) 等 多 种 








因素 的 影响 ， 





因而 还 缺少 统一 








的 结论 。 因 此 , 不 同 





食 蟹 猴 群 


体 进行 糖尿 病 筛 查 


的 过 程 中 , 应 该 以 本 群 


























AS SE 
体 糖 尿 ; 
糖 值 也 
中 老年 偏 有 
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m xb 
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at 
d 3E Bá 


















































糖 值 作为 背景 参 
第 选 的 血糖 值 。 本 实验 的 食 角 猴 的 基础 
AK HUS SX 
MER AA AS BRA SDE EAE e 





EDH EH T ASTE 



























































糖 仪 检测 ， 同 时 ， 针 对 




















2010 











FE 美国 糖尿 病 协 会 





制定 的 人 类 糖尿 病 诊 





310 动 物 








断 标准 : HBA1C( 糖 化 血红 蛋白 ) 宇 6.5% 或 空腹 血糖 
=7.0 mmol/L(126 mg/dD) 或 OGTT 试验 2 h 血糖 二 
11.1 mmol/L(200 mg/dL) 或 有 高 血糖 的 症状 或 高 血 
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Wr R 32 4 
































糖 仪 测 得 的 食 蟹 猴 血糖 值 较 全 自动 生化 分 析 仪 测 
得 结果 低 0.5 mmol/L 左右 (本 实验 室 待 发 表 的 资 


料 )。 最 终 在 群体 中 粗 筛 出 糖尿 病 食 任 猴 56 R, EE 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































糖 危 象 ， 旦 随机 血糖 宇 11.1 mmol/L(200 mg/dl). *I WA 12.72%， 高 于 我 国 糖尿 病 患 病 率 9.7%(Yang et 
于 非 人 灵 长 类 动物 糖尿 病 诊 断 标准 ， 尚 缺少 统一 的 al2010)， 也 高 于 食 蟹 猴 的 糖尿 病 患 率 3%(Wang et 
结论 。Leroith et al (2004) 定 义 猕 猴 糖 尿 病 血 糖 值 为 al, 2004), 主要 是 由 于 本 研究 针对 中 老年 偏 胖 的 群 
=5.6 mmol/L, Xu et al (2009) 参 照 猴 的 正常 空腹 体 ， 该 群体 本 身 就 是 糖尿 病 的 高 危 群 体 (Tigno et al, 
糖 值 (5.10 土 1.89) mmol/L, 4£ X. 28.0 mmol/L 为 糖 2004; Kavanagh et al, 2007). 

尿 病 诊断 标准 ,Wanger et al (2006)48 He & 89: MIE 通过 本 研究 , TH EB aR E CI RT YA FE 
出 血糖 值 低 于 人 基础 血糖 值 1— 1.7 mmol/L, 推断 ”学 研究 , 食 稻 猴 糖尿 病 的 血糖 值 诊断 标准 可 适用 于 
当 食 蟹 猴 的 血糖 值 在 5.5~7 mmol/L 则 极其 可 能 为 具有 相似 特征 的 群体 。 除 此 之 外 , 本 研究 针对 中 老 
糖尿 病 , 同时 也 提出 , 往往 在 血 ; eee 年 的 偏 胖 群 体 , 利用 群体 基础 血糖 值 推断 疑似 的 糖 
值 的 时 候 , 就 已 出 现 了 临床 症状 。 本 研究 在 人 工 饲 。” 尿 病 血 糖 值 ， 后 经 OGTT 和 尿 糖 结果 验证 , 确定 该 
KRI TMA PEF mE R EARDER AA, A 群体 糖尿 病 血 糖 值 诊断 标准 , 粗 筛 糖尿 病 个 体 。 该 
据 群 体 基础 血糖 值 推断 当 血 糖 值 大 于 5.0 mmol/L ” 流程 简单 快捷 ， 对 动物 损伤 小 ,可 以 应 用 到 大 规模 
为 疑似 糖尿 病 个 体 ， 后 经 OGTT 和 尿 糖 结果 进一步 。 群体 筛 查 中 。 

验证 该 推 产 可 作为 本 群体 食 狠 猴 糖 尿 病 筛 选 标准 。 

该 血糖 值 诊断 标准 较 其 他 研究 偏 低 ， 原因 除 群 体 基 致谢 : 本 实验 在 一 线 作 业 过 程 中 , 5) 1 ES 
出 血糖 偏 低 影响 外 ,还 由 于 本 实验 室 采用 便携 式 公司 生产 一 线 同志 们 的 大 力 帮助 ,在 此 特别 致谢 ! 
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摘要 : 阿 魏 酸 是 川 苇 、 当 归 等 中 药 的 有 效 成 分 之 一 ,， 具有 较 强 的 抗 氧 化 活性 和 抗 炎 作用 。 小 胶 质 细胞 是 脑 内 
常 驻 的 免疫 效应 细胞 ， 极 易 被 激活 而 导致 脑 内 发 生 慢性 神经 性 炎症 反应 ， 与 阿尔 茨 海 默 病 等 神经 退行 性 疾病 的 发 
发 展 密切 相关 。 该 研究 采用 脂 多 糖 (LPS) 刺 激 小 胶 质 细胞 (BV-2) 活 化 , 研究 阿 魏 酸 对 炎症 反应 的 抑制 作用 。 结 果 
HH, 2.5~22.5 ug/mL 的 阿 魏 酸 浓度 依赖 性 的 抑制 一 氧化 氨 (QNO)、 前 列 腺 素 E2(PGE2)、 白 介 素 -1B(QL-1B) 等 炎症 
于 的 产生 ,以 及 一 氧化 氨 合 酶 GNOS)、 环 氧 合 酶 -2(COX-2) 和 蛋白 的 表达 ,其 作用 机 制 可 能 与 其 抑制 Toll 样 受 体 4 
(TLR4) 表 达 有 关 。 


KHER: MAR, 脂 多 糖 ; 小 胶 质 细胞 ; 神经 性 炎症 ; 阿尔 茨 海 默 病 
中 图 分 类 号 : R965; R282.71; R749.16 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0311-06 
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Inhibitory effect of ferulic acid on inflammatory response in 
microglia induced by lipopolysaccharides 


HUANG Feng", DENG Hua-Ming', ZHU Miao-Miao!, XIAO Fei’, YANG Li’, 
ZHANG Zai-Jun*, XIAO Ying‘, NIE Hong! 
(1. Department of Pharmacology of Traditional Chinese Medicine, College of Pharmacy, Jinan University, Guangzhou 510632, China; 2. Department of 


Pharmacology, School of Medicine, Jinan University, Guangzhou 510632, China; 3. Department of Traditional Chinese Medicine, College of Pharmacy, 
Jinan University, Guangzhou 510632, China; 4. Institute of New Drug Research, College of Pharmacy, Jinan University, Guangzhou 510632, China) 


Abstract: Ferulic acid (FA) is a natural compound that expresses antioxidant and anti-inflammatory activities. 
Microglial cells are innate immune cells that reside within the central nervous system (CNS). Activated microglia 
mediated neuronal immunity contributes to the neurodegeneration associated with Alzheimer's disease. In this study, we 
investigated the inhibitory effect of FA on neuroinflammation in BV-2 microglial cells induced by lipopolysaccharides 
(LPS). Our study showed that FA significantly suppressed the production of nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2), 
interleukin-10 (IL-18), and decreased induced type II nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) 
protein in LPS-stimulated BV-2 microglia cells in a dose dependent manner. We hypothesized that this was achieved by 
suppressing the protein level of Toll-like receptor 4 (TLR4). 


Key words: Ferulic acid; Lipopolysaccharides; Microglia; Neuroinflammation; Alzheimer's disease 


小 胶 质 细胞 (Microglia，MG) 在 中 枢 神 经 系统 (ferulic acid, FA) 是 当归 、 川 车、 升 麻 等 中 药 的 有 
(central nervous system，CNS) 中 , 约 占 神经 胶 质 细 效 成 分 之 一 ， 具有 抑制 小 胶 质 细胞 活化 和 多 种 炎症 
胞 总 数 的 19%, 发 挥 内 源 性 免疫 防御 作用 。 在 病理 因子 表达 的 作用 (Kim et al, 2004; Jin et al, 2008), 但 
条 件 下 ,其 介 导 的 慢性 炎症 反应 是 阿尔 次 海 默 病 阿 魏 酸 抑制 小 胶 质 细胞 活化 的 机 制 ， 尚 待 进 一 步 
(Alzheimer s disease, AD) 等 神经 退行 性 病变 的 重要 研究 。 
病理 特征 之 一 。 因 此 ， 抑 制 小 胶 质 细胞 活化 对 治疗 AD 的 炎症 模型 主要 建立 在 细胞 模型 上 , 通过 
AD 等 神经 退行 性 疾病 具有 重要 意义 。 阿 魏 酸 致 炎 因子 或 缺 氧 缺 血 条 件 诱 导 神 经 元 或 神经 胶 质 
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312 动 物 学 


细胞 产生 炎症 反应 。 利用 LPS 激活 小 胶 质 细胞 建立 
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置 于 RPMI-1640 培养 液 ( 含 10% 胎 牛 血清 , 100 U/mL 





















































AD 等 神经 退行 性 疾病 的 炎症 模型 是 国际 上 公认 的 
造 模 手段 。 本 研究 采用 LPS 刺激 具 原 代 的 小 胶 质 细 
胞 形态 学 、 表 型 以 及 各 项 功能 特点 的 BV-2 细胞 
株 ， 建 立 炎症 模型 ， 研 究 阿 魏 酸 对 炎症 反应 的 抑制 
作用 。 


1 材料 和 方法 


141 主要 实验 材料 和 仪器 

BV-2 细胞 株 购 自 北 京 协和 医科 大 学 细胞 中 心 ; 
阿 魏 酸 、 吗 | 哄 美 辛 (indometacin, INDO) 购 自 广州 市 
药检 所 ; 脂 多 糖 、 地 塞 米松 (dexamethasone, DEX), 
24 tl (aminoguanidine, AG)、 二 甲 基 亚 砚 (dimethyl 
sulfoxide, DMSO) 购 自 美国 Sigma 公司 ; TLR4 抑制 
剂 MST510 购 自 美国 eBioscience 公司 ; BCA 和 蛋白 浓 
度 测 定 试剂 盒 、RIPA 裂解 液 、 环 氧 合 酶 
-2(cyclooxygenase-2，COX-2) 选 择 性 抑制 剂 NS-398 
购 自 江苏 海门 市 莫 云 天 生物 技术 研究 所 ; 
RPMI-1640 培养 基 购 自 美国 Gibco 公司 ; 胎 牛 血清 
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青霉素 , 100 U/mL tee A), 于 37 °C, 5% CO 培 
养 箱 中 培养 , 根据 细胞 代谢 情况 , 1~2 d Hom, AHR 
数 生 长 期 备用 。 
1.3 MTT 法 测 阿 魏 酸 对 BV-2 细胞 活性 的 影响 

将 指数 生长 期 的 BV-2 细胞 配制 成 细胞 悬 液 接 
种 于 96 孔 板 ， 密 度 为 Sx104 个 /mL， 待 细胞 贴 壁 后 ， 
分 别 加 入 不 同 浓度 的 阿 魏 酸 (0.83、2.5、7.5、22.5、 
67.5 hg/mD) 孵 育 24 h 后 ， 弃 掉 上 清 液 ， 加 培养 基 作 
H 24 hJ5 3E E5308, 加 入 10 uL 的 MTT 90 uL 培养 
ERA 4 hj, FEF, 加 入 150 uL 的 DMSO, 充 
分 震荡 使 结晶 溶解 后 , 570nm 下 测 各 和 孔 的 OD 
值 。 实 验 中 分 别 设立 对 照 孔 (不 加 药物 的 细胞 空白 孔 ) 
和 调 零 孔 ( 不 接种 细胞 空白 孔 ), 每 组 设 6 个 复 孔 , 细 
胞 的 存活 率 (%)F=1- (( 对 照 孔 - 调 零 孔 )-( 实 验 孔 - 调 
EF) /( 对 照 孔 - 调 零 孔 ) X 100 %。 
1.4 “硝酸 还 原 酶 法 检测 阿 魏 酸 对 NO 的 抑制 作用 
取 指 数 生 长 期 的 细胞 配制 成 细胞 悬 液 ， 分 别 接 


种 于 24 孔 板 中 , 5x10” 个 /mL, 每 孔 1000 uL, WIE 














































































































































































































购 自 杭州 四 季 青 生物 工程 有 限 公 司 ; Es i 
(methylthiazoletetrazolium，MTT) 购 自 美国 Axygen 
公司 ; 一 氧化 氮 Cnitric oxide，NO) 试 剂 盒 购 自 南 京 
建成 生物 工程 研究 所 ; 和 白细胞 介 素 -1B(interleukin1B， 
IL-1B), 前列 腺 素 E2(prostaglandin E2, PGE2)ELISA 
试剂 盒 购 自 美 国 R&D Zu; RAPRA COX-2、 
B-actin 多 克隆 抗体 购 自 美 国 Cell Signaling Technology; 
免 抗 鼠 的 诱导 型 一 氧化 气 合 酶 inducible nitric oxide 
synthase，iNOS) 多 克隆 抗体 购 自 美国 BD 公司 ; fü 
抗 鼠 的 TLR4 多 克隆 抗体 、 过 氧化 物 酶 偶 联 的 羊 抗 
兔 多 克隆 抗体 购 自 美国 Santa cruz 公司 ; 各 种 生化 
试剂 (Tris-Base、SDS、 甘 氨 酸 、 过 硫酸 胺 、 甲 义 双 
丙烯 酰胺 、Tween20 等 ) 均 为 美国 Amersco 公司 进口 
分 装 ; M% marker 购 自 加 拿 大 MBI Fermentas 公司 ; 
PVDF 膜 购 自 美国 Millipore 公司 ; 脱脂 奶粉 购 自 美 
Difco 公司 ; 20X LumiGLO(R) Reagent and 20X 
Peroxide 化 学 发 光 液 购 自 美国 Cell Signaling 
Technology; CO; 培养 箱 (美国 Shellab 公司 ); 超 净 工 
作 台 (苏州 净化 设备 三 ); 全 波长 多 功能 酶 标 仪 ( 奥 地 
利 TZCAN 公司 ); 倒置 显微镜 (日 本 Nikon 公司 ); 3f 
电泳 槽 、 和 蛋白 转 印 权 、 电泳 仪 和 电源 (美国 Bio-rad 
公司 )。 
1.2 ”细胞 培养 

实验 用 小 鼠 小 胶 质 细胞 株 BV-2 为 贴 壁 细胞 ， 



















































































































































































































































































常 组 , DMSO 组 , LPS 组 ， 阿 魏 酸 药物 组 (2.5、7.5、 
22.5 ug/mL), I| EAH pg/mL), AA 
物 组 (11 ng/mL)。 待 细胞 贴 壁 后 , 加 入 各 浓度 药物 预 
孵育 1 h 后 , 加 入 100 ng/mL LPS 刺激 12 h 后 检测 
NO WERE, 按照 南京 建成 NO 检测 试剂 盒 说 明 
书 操 作 。 
1.5 酶 联 免疫 法 测 阿 魏 酸 对 IL-1 了 BP、PGE2 的 抑制 

作用 

取 指 数 生 长 期 的 细胞 配制 成 细胞 悬 液 ， 分 别 接 
种 于 24 孔 板 中 , Sx10 个 /mL, EFL 1 000 uL, WIE 
常 组 , DMSO 组 , LPS 组 ， 阿 魏 酸 药物 组 (2.5、7.5、 
22.5 pg/mL), MWR FAH ug/mL), NS-398(3 
heg/mD) 药 物 组 ， 地 塞 米 松 药物 组 (4 pg/mL)。 待 细胞 
WEES, DACRE ATU A 1 h Ja, 加 入 100 
ng/mL LPS 刺激 24 h 后 检测 IL-18. PGE2 的 表达 量 ， 
按照 ELISA 试剂 盒 说 明 书 操作 。 
16 ”免疫 印记 法 检测 阿 魏 酸 对 iNOS、COX-2、 

TLR4 蛋白 表达 的 影响 

取 指 数 生长 期 的 BV-2 细胞 接种 于 6 孔 板 中 ， 
5x10? /mL, 每 孔 1 000 pL。 待 细胞 贴 壁 后 ， 加 入 
各 浓度 药物 预 旺 育 1h 后， 加 入 100 ng/mL LPS 刺激 
12h 后, FEH, 用 预 冷 的 PBS 洗 涤 3 次 , 加 100 pL 
的 RIPA 裂解 液 , 冰 上 作用 30 min 后 ,用 细胞 刮 把 
细胞 刮 下 , 12 000xg, 4 离心 15 min， 将 上 清 液 移 









































































































































3 期 黄 ， 丰 等 ， 阿 魏 酸 对 脂 多 糖 诱导 的 小 鼠 小 股 





$] 1.5 mL 的 EP 管 中 进行 蛋白 定量 和 免疫 印记 。 和 蛋 
白 定量 根据 BCA 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 说 明 书 进行 。 
各 实验 组 取 等 量 蛋白 20 ug 进行 电泳 分 析 。 电 泳 结 
束 后 将 蛋白 转移 至 PVDF BÉ b, ME 5% 脱 脂 奶 粉 
的 TBST(10 mmol /L Tris-HCl, pH 7.5, 150 mmol/L 
NaCl, 1% Tween-20) 于 室温 下 脱色 摇 床 上 摇动 封闭 
1 h。 然 后 分 别 与 抗 iNOS、COX-2、TLR4 抗体 (1 : 
1 000)4 孵 育 过 夜 , 洗 脱 一 抗 后 与 二 抗 (1 : 2 000) 
WA lh, 洗 脱 三 抗 后 采用 发 光 液 作 用 1 min Ja, 通 
1.7 ”统计 学 分 析 

各 项 实验 重复 三 次 , 使 用 SPSS13.0 中 的 One- 
way ANOVA 中 的 Bonferroni Test 进行 多 个 样本 间 
的 两 两 比较 , P <0.05 为 结果 具有 显著 性 差异 。 


2 结 R 


2.1 WRX BV-2 细胞 活性 的 影响 

图 1 的 结果 可 知 , 浓度 为 0.83 一 67.5 pg/mL 
的 阿 魏 酸 组 的 细胞 活力 分 别 为 98.5%、96.9%、 
99.4%、100.5%、97.1%。 与 正常 组 相 比 , 细胞 活力 
无 统计 学 差异 。 这 说 明 在 该 浓度 范围 内 阿 魏 酸 对 细 
胞 活性 无 明显 影响 。 以 下 实验 将 采用 2.5 一 22.5 
ug/mL 的 浓度 范围 。 
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细胞 活力 Cell viability (%) 








图 1 阿 魏 酸 对 BV-2 细胞 的 活性 的 影响 
Fig. 1 Cytotoxicity effects of FA on BV-2 cells 


2.2” 阿 魏 酸 抑制 NO 的 生成 

NO 由 神经 胶 质 细胞 活化 所 产生 的 炎症 因子 之 
， 是 神经 性 炎症 的 一 个 重要 检测 指标 。 实 验 采 用 
硝酸 还 原 酶 法 检测 阿 魏 酸 对 LPS 诱导 BV-2 细胞 生 
成 的 NO 的 影响 。 图 2A 结果 显示 , LPS 组 的 NO "E 
成 量 显著 性 高 于 正常 组 , 增 量 为 156.34%. DMSO 
组 与 正常 组 相 比 ， 无 显著 性 差别 。 与 LPS 组 相 比 ， 
2.5—22.5 pg/mL 的 阿 魏 酸 呈 浓度 依赖 性 降低 NO 的 
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产生 ， 其 抑制 率 分 别 为 9.66%. 22.43%, 41.2796. 
非 当 体 类 抗 炎 药 物 呀 唆 美 洱 INDO) 和 iNOS 选择 性 
抑制 氨基 肘 (AG) 均 显著 性 抑制 NO 的 生成 ,抑制 率 
分 别 为 47.77% 和 56.17%。 
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图 2 阿 魏 酸 对 LPS 诱导 BV-2 Æ NO(A) 
PGE2(B) All IL-1 P(C) ff) £j 
Fig. 2 Effect of FA on LPS-induced NO (A), 
PGE2 (B), IL-1B (C) production in BV-2 cells 
Control: 对 照 组 ; DMSO: 0.009%DMSO 组 ; LPS: 100 ng/mL; FA2.5: 
LPS (100 ng/mL)+FA (2.5 pg/mL); FA7.5: LPS (100 ng/mL)+FA (7.5 
ug/mL); FA22.5: LPS (100 ng/mL)+FA (22.5 pg/mL); AG: LPS (100 
ng/mL)+AG (11 pg/mL); NS-398: LPS (100 ng/mL)+NS-398 (3 pg/mL) ; 
INDO: LPS (100 ng/mL)+INDO (4 pg/mL). 
#P<0.01: 与 Control 组 相 比 有 显著 性 差异 ; **P « 0.01: 
# P < 0.01 significantly different from the control; **P < 0.01 significantly 
different from LPS. 


与 LPS 组 相 比 


2.3” 阿 魏 酸 抑制 PGE2 的 表达 
PGE2 作为 主要 的 炎症 介质 , 在 AD 等 神经 退 
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行 性 疾病 的 炎症 反应 过 程 中 发 挥 着 重要 的 作用 。 本 
实验 应 用 PGE2 ELISA 试剂 盒 检测 不 同 浓度 阿 魏 酸 
对 PGE2 表达 的 影响 。 图 2B 结果 显示 , LPS 组 的 
PGE2 表达 显著 性 高 于 正常 组 的 表达 量 , 增加 
678%。DMSO 组 与 正常 组 相 比 无 显著 性 差别 。 与 
LPS 组 相 比 ,2.5 一 22.5 ug/mL 阿 魏 酸 对 PGE2 的 抑 
制 率 分 别 为 : 10.5%、20.9%、39.2%, PGE2 表达 显 
示 呈 浓度 依赖 降低 。 非 当 体 类 抗 炎 药 物 吗 唆 美 注 
(INDO) 和 COX-2 选择 性 抑制 NS-398 25] T A Pd 
PGE2 的 后 成 ,抑制 率 分 别 为 S1.9% 和 72.3%. 
2.4” 阿 魏 酸 抑制 IL-1p 的 表达 

IL-1B 是 神经 性 炎症 反应 中 的 重要 的 炎症 因子 
之 一 ， 能 启动 细胞 因子 恶性 循环 ,最 终 导 致 炎症 反 
应 的 级 联 放大 。 因 此 ,抑制 IL-1B 的 表达 对 保护 神 
经 细胞 具有 重要 意义 。 

Ak 3l vH] IL-1B ELISA 试剂 盒 检 测 不 同 浓度 
阿 魏 酸 对 IL-1p 表达 的 抑制 作用 。 图 2C 结果 显示 ， 
LPS 组 的 IL-1B 表达 显著 性 高 于 正常 组 的 表达 量 ， 
增加 252.5%. DMSO 组 与 正常 组 相 比 ， 无 显著 性 
差别 。 与 LPS 组 相 比 , 2.5~22.5 pg/mL 阿 魏 酸 浓度 
依赖 降低 IL-1B 的 表达 ,其 抑制 率 分 别 为 : 10.296. 
30.4%, 49.196. PKA E KPA (DEX) Fug [IUS 
美 辛 (INDO) 均 显著 性 抑制 TL-18. 的 生成 ,抑制 率 分 
别 为 59.9% 和 56.9%。 
2.5 WAHI] iNOS, COX-2 蛋白 的 表达 

iNOS 和 COX-2 分 别 是 NO 和 PGE2 生成 的 限 
速 酶 ， 正 常 时 无 表达 或 表达 量 低 , 在 LPS 等 多 种 神 
经 毒性 物质 刺激 下 ,表达 量 增 加 ， 并 促使 NO 和 
PGE2 的 生成 。 

本 实验 采用 Western blotting 检测 了 iNOS、 
COX-2 HAM IA. AG 为 iNOS 的 抑制 剂 , NS-398 
为 COX-2 抑制 剂 。 图 3A. 3B 结果 显示 , 正常 组 
iNOS 和 COX-2 香 白 表达 量 极 少 , 经 LPS 刺激 后 ， 
iNOS, COX-2 蛋白 表达 量 明显 上 调 ， 阿 魏 酸 可 以 抑 
制 INOS, COX-2 蛋白 表达 ,并 呈 浓 度 依 赖 性 。 
2.6” 阿 魏 酸 抑制 TLR4 蛋白 的 表达 

为 了 进一步 探讨 阿 魏 酸 抑制 LPS 诱导 小 胶 质 
细胞 炎症 反应 的 分 子 机 制 ， 本 实验 采用 Western 
blotting 检测 了 TLRA 蛋白 的 表达 ,MST510 为 TLR4 
抑制 剂 ， 图 3C 结果 显示 , 正常 组 TLR4 表 达 量 极 少 ， 
LPS 组 的 TLR4 和 集 白 表达 量 较 正常 组 明显 增加 ， 阿 
魏 酸 可 以 抑制 TLR4 蛋白 表达 ,并 呈 浓 度 依赖 性 。 
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图 3 阿 魏 酸 对 iNOSCA)、COX-2(B)、TLR4(C) 

重 白 表达 的 影响 

Fig.3 Effect of FA on LPS-induced expression of INOS(A). 
COX-2(B). TLR4(C)protein 

1: Control (对 照 ); 2: DMSO; 3: LPS (100 ng/mL); 4: LPS (100 ng/mL)+FA 

(2.5 ug/mL); 5: LPS (100 ng/mL)+FA (7.5 pg/mL); 6: LPS (100 ng/mL)+FA 

(22.5 pg/mL) ; A7: LPS (100 ng/mL)+AG (11 pg/mL); B7: LPS (100 

ng/mL)+NS-398 (3 pg/mL); C7: LPS (100 ng/mL)+ MSTS10 (1 pg/mL) ; 

8: LPS (100 ng/mL)+INDO (4 pg/mL). 
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TE AD 等 神经 退行 性 病变 的 发 生 和 发 展 过程 中 ， 
小 胶 质 细胞 发 挥 着 “ 双 刃 全 ”的 作用 。 在 炎症 的 初 
期 ， 小 胶 质 细胞 通过 吞噬 作用 清除 病原 微生物 和 死 
亡 的 细胞 以 维持 脑 内 的 平衡 。 随 着 AD 等 神经 退行 
性 病变 的 发 展 , 活化 的 小 胶 质 细胞 释放 炎症 因子 ， 
部 分 炎症 因子 会 与 小 胶 质 细胞 表面 的 受 体 结合 ， 如 
Toll/IL-1 受 体 (TolVIL-1 receptor, TIR)， 进 一 步 激 活 
小 胶 质 细胞 ， 形 成 恶性 正 反 馈 环 路 ,使 得 脑 内 的 慢 
性 炎症 反应 级 联 放 大 (Rothwell & Luheshi, 2000; 
Eitan et al, 2009)。 所 以 , 寻找 能 减少 脑 内 炎症 反应 
NAW, 具有 十 分 重要 的 意义 。 由 于 阿 魏 酸 具有 较 
强 的 抗 炎 活 性 ,因此 ,我 们 通过 体外 培养 小 腕 质 细 
胞 建立 神经 性 炎症 模型 ， 研 究 阿 魏 酸 对 LPS 诱导 小 
胶 质 细胞 活化 所 产生 的 炎症 反应 的 抑制 作用 ， 并 重 
点 探讨 阿 魏 酸 抑制 小 胶 质 细胞 活化 的 分 子 机 制 。 

作为 脑 内 主要 的 免疫 效应 细胞 ， 小 腕 质 细 胞 发 
挥 着 类 似 巨 唉 细胞 的 功能 , 在 受到 刺激 时 易 被 激活 ， 
分 泌 大 量 的 炎症 因子 。NO 虽然 是 多 种 生理 功能 的 
重要 调节 分 子 , 但 在 AD 等 神经 退行 性 疾病 的 发 病 
过 程 中 , 大量 的 NO 是 造成 神经 细胞 损伤 死亡 的 重 
要 炎症 因子 之 一 , NO 可 导致 宿主 细胞 和 邻近 细胞 
的 损伤 。iNOS 是 NO 生成 过 程 中 最 主要 的 限 速 因 
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3 期 黄 ， 丰 等 ， 阿 魏 酸 对 脂 多 糖 诱导 的 小 鼠 小 胶 质 细胞 炎 性 反应 的 抑制 作 315 





T, 是 炎症 中 的 一 种 反应 性 酶 类 ， 其 表达 不 但 是 反 
意 性 胶 质 细胞 增生 的 标志 之 一 ,还 与 神经 元 损伤 有 
A, 正常 时 无 表达 或 表达 量 低 , 在 LPS 等 多 种 神经 
毒性 物质 刺激 下 ,表达 量 增加 ， 从 而 导致 NO 的 产 
量 增加 ， 因 此 ， 直接 抑制 INOS 和 NO 的 产生 ， 是 炎 
















































































证 治疗 的 有 效 手 段 之 一 。 我 们 的 研究 发 现 ， 阿 魏 酸 
能 明显 抑制 LPS 诱导 的 BV-2 细胞 的 NO 的 生成 和 











iNOS 和 蛋白 的 表达 , 这 可 能 是 阿 魏 酸 以 通过 抑制 小 
胶 质 细胞 活化 ， 从 而 抑制 神经 性 炎症 的 功能 之 一 。 

针对 AD 等 神经 退行 性 疾病 的 慢性 炎症 理论 ， 
非 省 体 抗 炎 药 (non-steroidalant 一 inflammatory drugs, 
NSAIDs) 被 应 用 于 临床 测试 ， 其 主要 是 通过 COX-1 
和 COX-2 途径 起 作用 的 。COX-2 是 一 些 炎症 因子 
的 诱导 酶 ,炎症 因 子 、LPS、 促 细胞 分 裂 剂 等 分 子 
以 及 损伤 、 低 氧 、 局 部 缺 血 等 试验 条 件 和 多 种 神经 
变性 疾病 , 均 可 诱导 产生 COX-2(Smith et al, 2000; 
Ho et al, 1999)。PGE2 是 COX-2 途径 和 免疫 调节 过 
程 的 代谢 产物 ,是 急 慢 性 炎症 疾病 的 一 个 重要 的 检 
则 指标 .COX-2 在 AD 患者 海马 神经 元 内 表达 增加 ， 
尤其 在 AD 早期 COX-2 的 水 平 可 作为 病变 的 标志 并 
最 终 影 响 AD 的 进展 (Ho et al, 1999)。 这 些 结果 为 早 
期 用 COX-2 抑制 剂 治疗 AD 提供 了 理论 基础 。 虽 然 
长 期 服用 NSAIDs 可 降低 AD 的 患 病 风险 , 但 是 长 
期 应 用 会 导致 严重 的 胃 黏 膜 损伤 和 凤 功 能 障碍 等 。 
因此 ， 安 全 性 高 、 作 用 效应 好 的 新 型 药物 是 有 效 治 
Jf AD 的 方向 之 一 。LL-1B 在 神经 退行 性 疾病 中 具 
有 重要 作用 ,一 方面 表现 为 IL-1B 能 抑制 神经 元 钙 
通道 电流 ， 从 而 减少 钙 过 载 发 生 而 具有 保护 神经 细 
胞 的 功能 (Zhou, 2010); 另 一 方面 工 -1B 不 但 可 以 激 
活 星 形 胶 质 细胞 释放 炎症 因子 , 还 可 以 启动 “细胞 
因子 循环 ”, 与 其 受 体 结合 , 诱导 相关 的 信号 转录 
因子 表达 增加 , 使 得 脑 内 使 得 脑 中 长 期 慢性 炎症 存 
在 ,引发 大 量 的 神经 细胞 的 死亡 (Sheng et al, 2001). 
究 发 现 , 阿 魏 酸 是 能 够 显著 地 抑制 COX-2 f 
以 及 致 炎 因 子 PGE2 Al IL-1p 的 表达 。 

TLRs 是 机 体内 可 识别 并 结合 病原 相关 分 子 模 
式 的 重要 受 体 之 一 , 通过 启动 不 同 的 信号 途径 参与 
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机 体 相关 免疫 调节 , 与 AD 等 神经 退行 性 疾病 发 病 
过 程 密切 相关 。 在 AD 病人 脑 内 ，TLR 呈现 出 的 高 
表达 状态 , 例如 , TLR2 和 TLR4(Walter et al, 2007). 
TLR4 属于 TLR 家 族 ， 其 配 体 主 要 为 细菌 产物 ， 易 
被 LPS 等 病原 体 相 关 分 子 模式 激活 ,引发 免疫 炎症 
反应 。 文 献 报道 , LPS 作用 人 源 小 腕 质 细 胞 ,激活 
TLR4， 从 而 导致 肿瘤 坏死 因子 -ao(tumor necrosis 
factor a, TNF-Q) 和 白细胞 介 素 -6(interleukin 6, IL-6) 
等 炎症 因子 的 高 表达 (Chan et al, 2003; Becher et al, 
1996), LPS 与 小 胶 质 细胞 表面 的 TLRA 受 体 结合 ， 
导致 受 体 发 生 二 聚 化 , 激活 p38 促 分 裂 原 活 化 和 蛋白 油 
酶 (p38 mitogen-activated protein kinase, P383MAPK)、 
c-Jun 氨基 末端 激酶 (c-Jun N-terminal kinases, JNK). 
核 因子 x B (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 
of activated B cells, NF- x B) 等 多 条 信和 号 转 导 途径 ， 
最 终 诱 导 NO. COX2. IL-1p 等 炎症 因子 产生 
(Byrd-Leifer et al, 2000; Andrew & Ismar, 2005)。 国 
内 外 现 有 的 关于 阿 魏 酸 抗 炎 作 用 的 分 子 机 制 的 下 
究 主要 集中 在 中 下 游 NF-x B/MAPK/INK 激酶 方 
面 。 我 们 着 重 研究 阿 魏 酸 对 炎症 因子 的 影响 以 及 与 
上 游 TLR4 介 导 相关 的 免疫 炎症 反应 的 关系 ， 以 期 
对 阿 魏 酸 抑 制 神 经 性 炎症 的 作用 机 理 有 新 的 认识 。 
在 验证 阿 魏 酸 能 显著 抑制 由 LPS 诱导 小 鼠 小 胶 质 
细胞 活化 所 产生 的 炎症 因子 之 后 , 我 们 进一步 探讨 
阿 魏 酸 的 作用 机 制 。 实 验 结果 显示 , 经 LPS 刺激 
BV-2 小 胶 质 细胞 后 , 各 药物 组 的 TLR4 蛋白 表达 较 
正常 组 有 明显 增加 ,而 各 浓度 的 阿 魏 酸 药物 组 的 
TLR4 蛋白 表达 量 较 LPS 组 下 降 , 表明 阿 魏 酸 神经 
保护 作用 的 机 制 可 能 是 抑制 MAPK, NF-KB 等 信 
号 通路 的 上 游 分 子 靶 点 TLR4 的 表达 ， 从 而 减少 下 
ifr" NO. COX-2, IL-1B 等 炎症 因子 表达 。 

本 部 分 实验 证 实 ,， 阿 魏 酸 具有 抑制 小 胶 质 细胞 
活化 ,抑制 神经 性 炎症 的 作用 ,其 机 制 可 能 是 阿 魏 
酸 通过 抑制 TLR4 相关 的 免疫 信号 通路 达到 抑制 神 
经 性 炎症 的 效果 。 神 经 退行 性 疾病 是 一 个 复杂 多 机 
制 的 参与 过 程 ， 阿 魏 酸 的 保护 作用 是 否 涉及 到 其 他 
机 制 ， 还 有 待 继续 研究 。 
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NE A 诱导 维 性 中 国 林 蛙 肝 细胞 肉 激 素 受 体 
表达 和 卵黄 蛋白 原 合成 


4 KA, Ew, 24, 4 E, ARR 








(陕西 师范 大 学 生命 科学 学 院 ,陕西 


E 








Hz 710062) 





























摘要 : 为 探讨 双 酚 A(bisphenol A, BPA) 对 雄性 两 栖 动 物 肝 细胞 中 雌 激 素 受 体 (estrogen receptor, ER) 表 达 和 卵黄 
蛋白 原 (vitellogenin, VTG) 合 成 的 影响 , 将 中 国 林 时 (Rana chensinensis) 雄 性 成 体 分 别 持续 暴露 于 10”、10*、10” 
mol/L BPA 水 体 中 10. 20. 30 d, ¥ 10°. 10? mol/L 肉 三 醇 (E) 为 阳性 对 照 。 用 原 位 杂交 技术 检测 ER mRNA 在 肝 
细胞 中 的 表达 定位 ， 用 人 免疫 纪 昌 织 化 学 技术 检测 肝 细 UP ER 和 VTG 蛋白 的 表达 。 结 果 显 示 , 各 BPA 和 E; 处 理 组 
肝 细 胞 中 均 有 ER mRNA 阳性 反应 , ER 和 VTG 和 蛋白 的 表达 相对 值 均 显 车 高 于 空白 对 照 组 。 在 同一 暴露 时 间 , ER 
和 VTG 表达 值 是 随 着 BPA 浓度 的 增加 呈 增 高 趋势 .在 同一 BPA 浓度 , VTG 表达 值 是 随 暴露 时 间 的 延长 呈 增 高 趋 
势 ， 而 ER 表达 值 则 无 显著 性 变化 ,这 些 表 明 BPA 可 以 通过 诱导 雄性 中 国 林 蛙 肝 细 胞 的 ER 高 调 导 致 VTG 合成 , 但 
其 效应 远 低 于 E». 


关键 词 : 双 酚 A; 肝 细 胞 ; 雌 激 素 受 体 ; 卵黄 蛋白 原 ; 中 国 林 蚌 
中 图 分 类 号 : X174; Q959.53 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0317-06 
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Estrogen receptor expression and vitellogenin synthesis induced in 
hepatocytes of male frogs Rana chensinensis exposed to bisphenol A 


BAI Yao, ZHANG Yu-Hui', ZHAI Li-Li, LI Xin-Yi, YANG Jun, HONG Yan-Yan 


(College of Life Science, Shaanxi Normal University, Xi'an 710062, China) 


Abstract: The effects of bisphenol A (BPA) on estrogen receptor (ER) and vitellogenin (VTG) in hepatocytes of 
male amphibians have attracted significant attention in recent years. Adult male frogs Rana chensinensis were exposed to 
different concentrations of 107, 10° and 10? mol/L BPA consecutively for 10, 20, and 30 d, respectively. We used 10°, 
108 mol/L 17p-esradiol (E2) as positive controls. The expressions of ER mRNA in the hepatocytes were detected by in 
situ hybridization, and ER and VTG protein were detected by immunohistochemistry. The results showed that positive 
effects of ER mRNA were detected in all BPA and E» treatment groups. Compared with the control group, the expression 
level of ER and VTG protein increased significantly in the hepatocytes of R. chensinensis. Both ER and VTG expression 
exhibited BPA dose-dependence for the same exposure time. For the same concentration of BPA treatment, VTG 
synthesis markedly increased with prolonged treatment, whereas the expression of ER did not significantly fluctuate. It is 
suggested that BPA caused the synthesis of VTG by inducing ER up-regulation in the hepatocytes of male R. chensinensis, 
but its estrogenic activity was much lower than E». 


Key words: Bisphenol A; Hepatocytes; Estrogen receptor; Vitellogenin; Rana chensinensis 


内 分 泌 干 扰 物 (endocrine disrupting chemicals, 双 酚 A(bisphenol A, BPA) 作 为 化 工 原料 , 被 广泛 应 
EDCs) 是 指 干扰 机 体 正常 的 内 分 泌 机 能 ， 并 影响 其 用 于 聚 碳酸 酯 、 环 氧 树脂 等 高 分 子 材 料 的 生产 过 程 
生长 、 发 育 、 繁 殖 和 行为 的 外 源 性 化 学 物质 。EDCs 中 。 已 有 研究 报道 , BPA 属于 环境 内 分 泌 干 扰 物 之 一 。 
可 通过 影响 激素 的 合成 、 分 泌 、 包 装 、 结 合 和 转运 WEISS S£ (estrogen receptor, ER) Ms ai 
等 影响 人 和 动物 体内 的 稳 态 、 生 殖 、 发 育 和 行为 。 合 参 与 启动 肉 激 素 应 答 元 件 转录 ， 使 肉 激 素 发 挥 效 
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应 。ER 的 水 平 也 可 间接 反映 外 源 性 化 学 物质 是 否 
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将 雄性 林 蛙 随机 分 为 6 组 , 包括 107. 10$. 10? 














具有 肉 激 素 效应 (Yamaguchi et al, 2005). EINES 
椎 动物 ， 卵 黄 蛋 和 白 原 (vitellogenin，VTG) 受 内 源 性 肉 
激素 的 调节 , 在 肝 细胞 中 合成 并 释放 到 血液 中 。 雄 
性 卯 生 兰 椎 动物 在 外 源 雌 激素 的 诱导 下 也 可 合成 
VTG。 因 此 , 雄性 动物 体内 卵黄 蛋白 原 的 异常 生成 
可 作为 一 种 生物 标志 物 检 测 环 境 化 学 污染 的 峻 激 
素 效应 (Andrew et al, 2007). 

BPA 对 水 生动 物 ER 和 VTG 的 影响 已 有 报道 , 
AE YH TW (Xenopus laevis) iN Wh 25 $E F BPA 水体 
可 诱导 雌性 比例 升 高 ， 体 内 ER mRNA 表达 高 
调 (Levy et al, 2004)。 鱼 类 在 一 定 浓 度 范围 的 BPA 
水 体 暴 圳 后 , 肝脏 ER mRNA 表达 水 平 也 增高 
(Yamaguchi et al, 2005; Seo et al, 2006)。 这 些 均 表明 
BPA 可 诱导 肝 细 胞 ER 的 表达 增加 。 另 外 ,在 雄 
JUE. laevis) FURRY REE(Rana_ temporaria)BP. 
暴露 处 理 后 (Bogi et al, 2003), Z5 HETER D £5 
(Bombina orientalis NEH} BPA 后 (Gye & Kim, 2005 
动物 肝 细 胞 中 VTG mRNA 的 表达 量 均 增 加 。 在 鱼 
类 也 有 相似 的 研究 结果 (Sohoni et al, 2001; 
Lindholst et al, 2003)。 上 述 研 究 结 果 可 见 , BPA 诱导 
雄性 卵 生动 物 肝 细胞 的 VTG 合成 可 能 与 高 调 ER 相 
A, 但 这 些 报道 对 VTG 和 ER 的 检测 大 多 数 都 不 在 
同一 动物 完成 。 本 实验 将 雄性 中 国 林 蛙 (Rana 
chensinensis) 38% + BPA 水 体 后 ， 同 时 检测 肝 细 胞 中 
ER 和 VTG 表达 , 探讨 BPA 对 雄性 两 栖 动 物 肝 细胞 
中 ER 和 VTG 表达 的 影响 及 其 两 者 之 间 的 关系 ,从 而 
深入 理解 BRA 对 雄性 两 栖 动物 产生 的 雌 激 素 效应 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

BPA 的 纯度 >98%( 上 海 化 学 试剂 公司 ); E» 为 
17B- 雌 二 醇 (Sigma 公司 ); ER 一 抗 为 ER a 免 抗 鼠 多 
克隆 抗体 (Santa Cruz 公司 ); VTG JIN RIELE wi 
隆 抗体 、SABC 试剂 盒 _ DAB 显 色 剂 Boster 公司 ); 
碱 性 磷酸 酶 偶 联 抗 DIG 抗体 、NBT/BCIP 显 色 剂 
(Roche 公司 ); 焦 碳 酸 二 乙 酯 (DEPC)、 山 羊 血清 
(Sigma 公司 )。 
中 国 林 蚌 (Rana chensinensis) F 2008 年 10 月 采 
自 秦 岭 北 坡 的 西安 市 长 安 大 峪 水 库 附近 。 选 取 雄 性 
成 体育 龄 蛙 108 fil, 体重 为 6.72 一 7.21g。 
12 暴露 实验 

按照 爪 蟾 的 BPA 暴露 浓度 (Iwamuro et al, 2003), 
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mol/L BPA, 用 102 和 10° mol/L E; 处 理 作为 阳性 对 
照 组 , 用 自来水 作为 空白 对 照 。 每 组 放置 6 例 , 设 3 
个 重复 。 实 验 室 水 族 箱 饲养 ， 每 箱 加 曝 气 72 h 以 上 
的 自来水 2 L, 水 深 浸没 全 部 蛙 体 , 每 48 h 换 水 一 
次 。 用 面包 虫 饲 喂 , 每 日 保证 12 h 光照 。 

分 别 暴露 10、20、30 d 后 , 每 组 每 次 取 6 例 麻 
酬 后 剖腹 ， 取 部 分 肝脏 用 中 性 福 尔 马 林 浴 液 固 定 24 
h, 供 ER 和 VTG 的 免疫 组 织 化 学 检测 ; 另 取 部 分 肝 
脏 用 4% 多 聚 甲 醛 涂 液 固定 24h,， 供 ER 的 原 位 杂交 
检测 。 常 规 石蜡 切片 , 厚 8 um, WERA 0.05% 多 
聚 赖 氨 酸 处 理 的 载 玻 片 上 ,室温 干 侣 24 h, 37 “CHE 
片 48h,4 CREAM. 

1.3” 原 位 杂交 检测 

依据 美洲 豹 蛙 (CRanra pipiens) WE HAR Be s 
a(estrogen receptor oJ(DQ398027) 和 非洲 爪 蟾 CC laevis) 
惟 激 素 受 体 al(estrogen receptor a1) (LOC398734) 基 
因 的 保守 区 域 设计 地 高 辛 标记 的 探 针 ,有 反 义 探 针 序 
列 为 : 5-CATTCCCACTTCATAGCATTTTCTGAGT 
CGGCAGGCTTGACA -3'. 

EHP: WE, 427K; 0.1% DEPC 处 理 ; 
0.1 mol/L 甘氨酸 /PBS 漂洗 ; 0.3%TritonX-100/ PBS 
i H5; 2.5 mg/mL B az AR 37 消化 ; 4% 多 聚 甲醛 
固定 ; 0.25% BEES Hr; 37. CMRI A; 0.2 X 
SSC 漂 洗 ; 42 CC 杂交 24h; 4XSSC 42 Ci; 37 °C 
分 别 用 2XSSC、1XSSC、0.5XSSC 漂洗 ; 缓冲 液 
-1(0.1 mol/L Tris-HCl, 0.1 mol/L NaCl, pH7.5) 漂 洗 :; 
山羊 血清 封闭 液 37 "CREE; 抗 地 高 辛 - 抗 血 清 碱 性 
磷酸 酶 复合 物 37 CWA; 缓冲 液 -2(0.1 mol/L 
Tris-HCl, 0.1 mol/L NaCl, 0.05 mol/L MgCh, pH7.5) 
漂洗 ; 缓冲 液 -3(0.1 mol/L Tris-HCl, 0.1 mol/L NaCl, 
0.05 mol/L MgCh, pH9.5) 漂 洗 ; 加 显 色 液 避 光 显 色 ; 
缓冲 液 -4(0.01 mol/L Tris-HCI, 0.001 mol/L EDTA, 
pH8.1) 漂 洗 ; 常规 脱水 、 透 明 、 封 片 、 镜 检 、 拍 照 。 
阴性 对 照 采 用 正义 控 针 的 稀 杰 液 代替 探 针 孵育 ， 其 
余 步 又 相同 。 

镜 检 阳性 反应 产物 的 标准 : 在 胞 质 和 核 膜 上 
色 颗 粒 为 阳性 ， 阴 性 对 照 为 无 色 。 

1.4 免疫 组 织 化 学 检测 

TAE SABC 法 : 切片 常规 脱 蜡 、 复 水 ; 3%H2zO> 
浸 片 10 min; 0.01 mol/L 枸 橡 酸 盐 缓冲 液 (pDH=6.0) 微 
波 修复 15 min; PBS 漂洗 3x5 min; 山羊 血清 室温 封 
闭 20 min; 分 别 加 ER 或 VTG 一 抗 , 湿 盒 中 4 Ch 
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AWK; PBS HAVE 3x5 min; 滴 加 生物 素 化 羊 抗 免 
IgG, 37 ‘CIA 30 min; PBS 漂洗 3x5 min; 滴 加 
SABC 复合 物 , 37 CIRA 30 min; PBS 漂洗 4x5 min; 
DAB 显 色 5 min。 常 规 脱 水 、 透 明 、 封 片 、 镜 检 、 
拍照 。 阴 性 对 照 用 抗体 稀释 液 代替 一 抗 孵 育 ， 其 余 
ZERO IR] 

镜 检 阳 性 反应 产物 的 标准 : 胞 质 和 胞 核 内 标 黄 
色 颗 粒 明 显 深 于 背景 底 色 为 阳性 ， 阴 性 对 照 为 无 色 。 
15 ”数据 采集 与 统计 分 析 

每 组 取 6 例 样 本 , 每 例 做 3 张 切 片 , 用 Leica 
CAMER 图 像 采 集 系 统 (Lecia Qwin V3) 采 集 图 像 。 
用 Image-Pro Plus 6.0 软件 对 免疫 组 织 化 学 阳性 产 
物 进 行 半 定量 检测 , 测定 视野 中 30 个 细胞 阳性 免 
疫 反应 的 光 密 度 值 ,着 色 程 度 越 深 , 光 密 度 值 越 
大 。 以 光 密 度 值 作为 阳性 反应 产物 表达 相对 值 。 
用 Kolmogorov-Smirnov 检验 所 得 数据 符合 正 
态 分 布 后 , 将 BPA 和 E» 的 浓度 作为 处 理 因子 进行 
单 因素 方差 分 析 (one way-ANOVE)， 显 著 性 水 平 设 












































































































为 o=0.05。 同 一 浓度 不 同 处 理 时 间 的 多 重 比较 采 
用 Duncan 检验 。 各 组 数据 均 用 MeanzSD om, P 
有 数据 处 理 和 制图 均 使 用 SPSS 16.0 软件 。 


2 结 R 


2.1 BPA 暴露 后 ER mRNA 及 ER 在 肝 细 胞 的 表达 
2.1.1 ER mRNA 在 肝 细 胞 的 表达 ” 原 位 杂交 法 检 
测 显 示 , BPA 和 E» 处 理 后 肝 细 胞 核 膜 和 胞 质 中 均 存 
在 ER 阳性 反应 ， 呈 蓝 色 。 对 照 组 胞 质 中 阳性 反应 
着 色 很 浅 , 胞 核 无 阳性 反应 (图 1-1). BPA 处 理 组 
rH ER 阳性 反应 着 色相 对 较 浅 (图 1-2)， 而 E» 处 理 组 
胞 核 和 胞 质 中 阳性 颗粒 相对 较 多 ， 颜 色 较 深 (图 
1-3)。 

2.1.2 ER 在 肝 细胞 的 表达 ”免疫 组 织 化 学 检测 显 
ZR, 对照 组 肝 细 胞 中 ER 阳性 反应 较 弱 (图 1-4), 在 
各 BPA 处 理 组 的 肝 细 胞 中 ER 阳性 反应 产物 呈 较 浅 
的 棕 黄 色 片 状 或 颗粒 状 (图 1-5), 在 E 处 理 组 ， 肝 细 

























































































胞 的 ER 阳性 反应 产物 为 较 深 的 标 黄 色 ( 图 1-6). 


"da 9? ice 6 A 


图 1 林 蛙 双 酚 A AE FA Se MEDAR Se PAS ATT Oe EE EE SREE E S BH PE o IN 


Fig. 1 Positive effect of ER and VTG on hepatocytes of Rana chensinensis exposed to BPA 
1-3, ER mRNA 在 肝 细胞 的 阳性 反应 ( 原 位 杂交 ): 1, XE; 2, 10° mol/L BPA 处 理 20 d; 3, 10% mol/L E; 处 理 10 d. 4-6, ER 在 肝 细胞 的 阳性 
反应 (免疫 组 化 ): 4， 对 照 ; 5, 10° mol/L BPA 处 理 20 d; 6, 10° mol/L E; 处 理 20 d。7-9，VTG 在 肝 细 胞 的 阳性 反应 (免疫 组 化 ): 7， 对 照 ; 8， 
10? mol/L BPA 处 理 30 d; 9，10 mol/L E; 处 理 20 d。P， 色 素 颗 粒 ，Pn， 胞 核 的 阳性 反应 ，Pc， 胞 质 中 的 阳性 反应 ， 标 尺 =10 pm. 
1-3, positive effect of ER mRNA on hepatocytes (in situ hybridization): 1, control; 2, 10° mol/L BPA for 20 d; 3, 10? mol/L E, for 10 d. 4-6, positive 
effect of ER in hepatocytes (immunohistochemistry): 4, control; 5, 10° mol/L BPA for 20 d; 6, 10? mol/L E» for 20 d. 7-9, positive effect of VTG in 
hepatocytes (immunohistochemistry): 7, control; 8, 10? mol/L BPA for 30 d; 9, 10* mol/L E; for 20 d. P: pigment; Pn: positive effect on nucleus; Pc: 





positive effect in cytoplasm. Bar-10 um. 
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ER 阳性 反应 表达 相对 值 的 半 定 量 统计 结果 显 
示 ( 图 2), 与 相同 处 理 时 间 的 对 照 组 相 比 , 10°7 mol/L 
BPA 处 理 组 中 肝 细 胞 的 ER 表达 相对 值 显著 增高 
(P<0.05), 10°. 10° mol/L BPA 和 E; 处 理 组 的 ER 增 
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图 2 双 酚 A 暴露 后 林 糙 肝 细 胞 中 雌 激 素 
受 体 表达 相对 值 的 比较 


Fig.2 Comparisons on relative intensity of ER expression 


2 
o 
5 























in hepatocytes of Rana chensinensis exposed to BPA 

ER: MEYL (estrogen receptor); BPA : 双 酚 A (bisphenol A); E»: WÈ 
- 醇 (17B-estradiol) 。 

不 同 浓度 组 与 对 照 组 的 比较 . Comparisons of different BPA concentration 

to the control. *P«0.05, **P«0.01(one way-ANOVA). 上 标 不 同 字母 表示 

不 同 处 理 时 间 的 差异 显著 (Duncan 检验 ). Letters represent statistical 


difference on different treat time. P < 0.05(Duncan test). 








比较 不 同 处 理 时 间 的 ER 表达 相对 值 ， 对照 组 
在 10、20 Fil 30 d 的 ER 表达 值 差异 不 显著 (P>0.05)。 
BPA 各 处 理 组 暴露 10、20、30 d 后 , ER 表达 值 差异 
也 不 显著 (P>0.05)。 但 在 10? mol/L E; ZH, 暴露 30d 
5j 10.20 d AH LL, ER 表达 值 是 显著 增高 (P<0.05); 在 
10° mol/L Es 组 暴露 20、30 d, 与 10 d 相 比 , ER X 
达 值 是 显著 降低 (P<0.05)。 从 总 体 趋势 上 看 ，ER K 
达 值 不 随 暴露 时 间 的 延长 而 增加 。 
2.0 BPA 暴露 后 VIG 在 肝 细 胞 的 表达 
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图 3 双 酚 A 暴露 后 林 蛙 肝 细 胞 中 卵黄 蛋白 
原 表达 相对 值 比较 
Fig. 3 Comparisons of the relative intensity of VTG expression 
in hepatocytes of R. chensinensis exposed to BPA 
VTG: 卵黄 蛋白 原 (vitellogenin); BPA: 双 酚 A(bisphenol A); Eo: MEHE 
(17B-estradiol). 
不 同 浓度 组 与 对 照 组 比较 (Comparisons on different concentration of BPA 
to the control), *P«0.05, **P«0.01(one way-ANOVE). 上 标 不 同 字 母 表 
示 不 同 处 理 时 间 的 差异 显著 (Duncan 检验 ) (Letters represent statistical 


difference on different treat time), P<0.05 (Duncan test) 。 


























在 不 同 处 理 时 间 ， 对 照 组 在 10、20、30 d 的 
VTG 反应 变化 不 显著 (P>0.05)。 在 处 理 组 ，105 
mol/L BPA 暴露 20 d, VTG 表达 相对 值 显著 增加 
(P<0.05), 但 在 30 d 时 又 显著 降低 (P<0.05)。10* 
molL BPA 暴露 30 d, VTG 表达 值 较 10 d 显著 增加 
(P<0.05). 10°’ mol/L BPA 暴露 30 d, VTG 表达 值 较 
10. 20 d 显著 增加 (P<0.05)。10” mol/L E; 暴露 20, 
30 d, VIG 表达 值 较 10 d 显著 增加 (P<0.05); 10° 
mol/L E; 组 的 VTG 表达 值 均 较 前 一 时 期 显著 增加 
(P«0.05). 


3 i it 


3.4 BPA 对 雄性 林 蛙 肝 细 胞 ER 表达 的 影响 
ER 是 一 种 配 体 依赖 性 转录 因子 , 通过 肉 激 素 








































































































在 各 BPA 和 E; 处 理 组 ， 肝 细胞 中 均 有 VTG 表 
达 , VTG 阳性 反应 在 胞 质 中 呈 标 黄色 颗粒 状 或 片 层 
状 (图 1-8, 9), 对 照 组 无 明显 的 阳性 反应 (图 1-7)。 

VTG 阳性 反应 表达 相对 值 的 半 定 量 统 计 结 果 
显示 (图 3)， 与 相同 处 理 时 间 的 对 照 组 相 比 ,各 BPA 
和 E> 处 理 组 肝 细 胞 的 VTG 阳性 反应 的 表达 值 均 显 
著 增 高 。 其 中 107 mol/L BPA 处 理 10, 20 d IN, VTG 
表达 值 增高 显著 (P<0.05)， 其 余 各 组 增高 是 极 显著 
(P<0.01), 可 见 VTG 表达 随 着 BPA 和 E, 浓 度 的 增 
高 有 增加 趋势 。 















































































































































应 答 元 件 调 节 台 基因 的 转录 。E, 在 靶 细 胞 中 与 ER 
结合 为 EXER 复合 物 ， 再 与 雌 激素 反应 元 件 结合 ， 
可 启动 或 改变 基因 的 转录 。E, 可 诱导 肝 细 胞 ER 
mRNA 的 表达 , 进而 可 诱导 VTG 上 肉 激 素 反 应 元 件 
的 表达 (Pakel, et al, 1991; Klinge, 2001)。 

BPA 为 环境 内 分 泌 干 扰 物 ， 具有 上 峻 激素 样 效 
Mo BPA 的 雌 激 素 效应 与 ER 的 活化 相关 ， 其 机 制 
包括 导致 ER 上 调 、 雌 激素 结合 蛋白 以 及 内 源 峻 激 
素 的 合成 和 分 泌 的 改变 ，BPA 又 可 通过 与 ER 的 结 
合 改 变 雌 激素 反应 的 基因 表达 (Bowman et al, 2002; 







































































































































































3 期 pee: 双 酚 A 诱导 雄性 中 国 林 明 






































Andrew et al, 2007)。 在 新 生 雄 性 大 鼠 , BPA 可 使 精 
原 细胞 或 精 母 细胞 内 的 ER 表达 , 被 认为 是 BPA 诱 
导 ER mRNA 的 表达 水 平 升 高 (Takao et al, 2003)。 

BPA 水 体 暴露 可 诱导 爪 蟾 (和 laevis) B deb As A 
ER mRNA WKP EFH, MELLE PE ECL TE eg 
(Levy et al, 2004)。 用 不 同 浓度 BPA 暴露 处 理 雄 性 

























































































肝脏 ER mRNA 表达 水 平 的 上 升 依 赖 于 一 定 范围 的 
BPA 浓度 (Yamaguchi et al, 2005; Seo et al, 2006)。 这 
些 表 明 BPA 可 诱导 ER 的 表达 ， 从 而 发 挥 肉 激 
素 效 应 。 在 本 实验 , 对 雄性 中 国 林 蛙 进行 BPA 和 
Es 暴露 后 ， 原 位 杂交 检测 结果 显示 的 ER mRNA 与 
免疫 组 织 化 学 检测 的 ER 表达 细胞 定位 一 致 。 对 ER 
表达 相对 值 的 测定 可 见 ,在 相同 的 处 理 时 间 , ER 表 
达 是 随 着 BPA 和 E» 处 理 浓度 的 升 高 而 显著 上 调 ， 
表明 BPA 和 了 2 诱导 ER 的 表达 高 调 的 作用 相似 ， 可 
启动 ER 基因 转录 。 随 着 BPA 和 Ep 暴露 时 间 的 延 
长 ， 肝 细胞 的 ER 表达 未 呈现 一 直 增 高 的 趋势 。 这 
说 明 机 体 在 外 源 性 激素 或 激素 样 化 合 物 的 作用 下 ， 
ER 的 表达 水 平 仍 存在 自身 的 调节 机 制 ， 其 合成 不 
会 无 节制 地 增加 (Bowman et al, 2002). 

比较 BPA 与 E> 的 肉 激 素 活性 ， 据 报道 , BPA 与 
ER 的 结合 能 力 仅 是 E» 的 1/2 000(Krishnan et al, 
1993), BPA 引起 效应 的 量 通常 为 E» 的 105-10? 倍 
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成 量 是 随 着 暴露 时 间 的 延长 而 增加 (Sohoni et al, 
2001; Lindholst et al, 2003)。 本 实验 所 选用 BPA 和 
E; 的 暴露 浓度 为 显著 效应 浓度 , 在 短 时 间 内 能 诱导 
雄性 林 蛙 肝 细 胞 中 VTG 的 生成 。 对 VTG 表达 相对 
值 的 测定 可 见 , 在 相同 的 处 理 时 间 , VTG 合成 量 是 
Si BPA 和 E; 浓度 的 升 高 而 增加 ， 表 明 VTG 的 合成 
与 BPA 和 E; 的 作用 密切 相关 。 在 处 理 浓 度 相 同时 ， 
随 着 BPA 和 E; 暴露 时 间 的 延长 , VTG 在 肝 细 胞 ， 
的 表达 量 也 呈现 增高 趋势 。 这 些 实验 均 显 示 ，BPA 
可 诱导 雄性 卵 生动 物 肝 细胞 VTG 的 合成 ,其 合成 
量 对 雌 激 素 或 类 雌 激 素 的 剂量 和 处 理 时 间 存 在 依 
赖 关 系 。 但 是 ， 本 实验 中 10? mol/L BPA 组 处 理 30d 
后 ,，VTG 表达 水 平 有 所 降低 ， 可 能 是 由 于 林 蛙 长 时 
间 处 于 较 高 浓度 的 BPA 水 体 中 , 体内 的 BPA 量 积 
累 较 多 ， 导 致 肝 细 胞 受 损 ， 从 而 影响 VTG 合成 功 
HE. FEAR ERK fl (Phoxinus oxycephalus) I] 
BPA 暴露 水 体 中 也 被 报道 (Park et al, 2003). 

有 关 BPA 的 雌 激 素 效应 浓度 , 在 BPA 处 理 小 
鼠 上 胚胎 的 实验 表明 ,103~10′ mol/L BPA TPE ME 
激素 效应 , 而 10^ mol/L BPA 却 起 抑制 作用 (Takai et 
al，2000) /H 10^ mol/L BPA 对 欧洲 林 蛙 (R. 
temporaria) RARES JETA AES, E VTG 的 合 
成 没有 发 生变 化 ,其 原因 被 解释 为 BPA 与 ER 的 结 
合 能 力 很 弱 Rouhani et al, 2005)。 本 实验 中 BPA 水 
体 暴 露 所 采用 的 浓度 范围 为 10” ~10° mol/L, 与 多 
























































































































































































































































(Matthews et al, 2001; Kloas et al, 2000). 本 实验 所 采 
用 的 BPA 浓度 范围 比 Ep fey 2-3 个 数量 级 , 而 E» 处 
理 组 的 ER 表达 值 仍 高 于 BPA 处 理 组 , 表明 BPA 
虽然 与 Ey 同样 可 高 调 ER 表达 , 但 BPA 的 雌 激 素 效 
应 远 低 于 E». 
3.2 BPA 对 雄性 林 蛙 肝 细 胞 中 VTG 的 影响 

VTG 是 卵 生 动物 卵黄 蛋白 的 前 体 , VTG 基因 属 
于 上 峻 激素 应 答 元 件 , E2-ER 结合 可 启动 其 转录 (Pakel 
et al, 1991; Denslow et al, 2001)。 正 常 雄性 个 体 的 体 
内 很 少 或 不 产生 VTG, 但 在 外 源 性 肉 激 素 或 类 似 物 
的 诱导 下 ， 卵 生动 物 的 雄性 个 体 或 幼体 的 肝 细 胞 也 
可 合成 VTG(Denslow et al, 1999; Mitsui et al, 2007). 
用 BPA 处 理 雄 性 非洲 爪 蟾 (Keevig) 的 原 代 培 养 肝 
细胞 , 表明 VTG mRNA 的 表达 与 BPA 剂量 和 时 间 
存在 依赖 关系 (Kloas et al, 1999)。 雄 性 东方 铃 蟾 
(Bombina orientalis)3k 5$] BPA， 可 诱导 肝脏 VTG 
mRNA 的 表达 (Gye & Kim, 2005)。 在 鱼 类 ， 对 雄性 
E A i f (Pimephales promelas) 、 虹 鲜 鱼 
(Oncorhynchus mykiss) 进 行 BPA 水 体 暴 露 , VTG 合 















































































































































数 暴露 实验 所 采用 的 BPA 浓度 及 所 得 到 的 结果 相 
近 。 可 见 BPA 只 有 在 一 定 的 浓度 范围 内 才 可 发 挥 较 
强 的 上 肉 激 素 活性 。 而 上 述 用 10^ mol/L BPA Æ% 
胞 培养 中 没有 引起 相应 的 激素 效应 效果 的 原因 ， 
是 属于 处 理 方式 的 差异 还 是 处 理 浓度 过 高 ， 有 符 
探讨 。 
有 关 BPA 诱导 ER 表达 高 调和 VIG 异常 合成 
的 机 制 , 38 it oy HETERT Sf (Oncorhynchus mykiss) 
肝 细 胞 离 体 培养 研究 表明 ， 外 源 雌 激素 可 上 调 ER 
的 表达 ,同时 使 VTG mRNA 的 表达 增加 ,认为 
VTG mRNA 的 表达 依赖 于 ER 的 水 平 (Flouriot et al, 
1997)。 通过 BPA 对 MCF-7 细胞 的 肉 激 素 效应 研究 
WA, BPA 的 作用 途径 主要 通过 ER 介 导 , BPA 浓度 
过 高 则 与 ER 的 结合 达到 饱和 ,将 不 能 检测 到 浓度 
改变 所 引起 的 效应 (Welshons et al, 2003)。 本 实验 在 
一 定 的 BPA 浓度 范围 暴露 处 理 雄 性 中 国 林 蛙 ， 肝 细 
胞 的 ER 表达 和 VTG 合成 均 随 BPA 浓度 增 大 呈现 
增高 趋势 ， 表明 VTG 的 表达 依赖 于 ER 的 水 平 , BPA 
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可 能 通过 诱导 ER 途径 促使 VTG 合成 。VTG 可 随 
着 BPA 暴露 时 间 的 延长 增高 , 但 ER 的 表达 未 随时 
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间 的 延长 发 生 显著 变化 。BPA 具有 与 E; 相似 的 内 
激素 效应 , 但 其 效应 远 低 于 E20 
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摘要 : 白介素 1B(Interleukin-1B, IL-1B) 是 重要 的 促 炎 细胞 因子 , 在 多 种 中 枢 神 经 系统 的 损伤 和 疾病 过 程 中 发 挥 
关键 作用 。 电 压 门 控 的 钠 通道 是 神经 元 中 最 重要 的 离子 通道 之 一 ,是 产生 再 生性 动作 电位 的 基础 ， 决 定 了 神经 元 
的 兴奋 性 等 电学 性 质 , 也 与 多 种 中 枢 奖 病 过 程 相关 。 然 而 , 现在 还 没有 直接 关于 IL-18 与 中 枢 钠 通道 的 相互 关系 的 
研究 ,在 该 研究 中 , 使 用 全 细胞 膜 片 钳 记 录 测 定 了 IL-1B 对 培养 的 皮层 神经 元 钠 电 流 的 急性 作用 ,并 分 析 了 由 此 对 
动作 电位 的 有 影响。 结果 显示 , IL-1B 对 钠 电 流 幅 度 只 有 较 小 的 抑制 , 而 显著 降低 钠 通 道 的 半 激 活 电压 ,不 改变 激活 
的 斜率 因子 和 失 活 性 质 ， 这 个 作用 引起 动作 电位 闵 值 显著 降低 。 这 些 结果 提示 在 损伤 和 疾病 过 程 中 , 快速 释放 的 
IL-18 可 能 会 增加 神经 元 兴奋 性 ， 从 而 恶化 神经 损伤 过 程 。 


关键 词 ， 白介素 1B; 皮层 神经 元 ; 电压 依赖 性 钠 电 流 ; 膜 片 钳 记录 
中 图 分 类 号 : Q424; Q426; R338.2 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0323-06 
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Acute effects of IL-1B on sodium current in cortical neurons of rats 


sl 2 .1 .1 ¿Í 
QI Cui , ZHANG Wei-Wei’, WANG Fei , BAO Chao-Fei , WANG Xin-Wei , 
i 1 " zc ].* 
LI Xiao-Nan ,YU Xiao-Qing , ZHOU Chen” 
(1. College of Life Sciences, Hebei University, Baoding 071002, China; 2. School of Basic Medical Science, Hebei University, Baoding 071000, China) 


Abstract: Interleukin-1B (IL-1B) is an important proinflammatory cytokine that plays a key role in injuries and 
diseases of the central nervous system (CNS). The voltage-gated Na' channel is the most important ion channel of 
neurons, and is essential for regenerative action potential (AP). The Na* channel also contributes to many diseases of the 
brain. However, relations between IL-1B and central Na’ channels remain unreported. In this study, whole cell 
patch-clamp recording was used to investigate the acute effects of IL-1B (10 ng/mL) on voltage-dependent Na” currents 
and AP of cultured cortical neurons from rats. Results showed that the half-activation voltage of Na” channels and the 
threshold of AP, but not the amplitude, slope factor of activation, and inactivation properties, were affected by IL-1p. 
These data suggest that increased IL-1B in injury and disease may upregulate the excitability of neurons, and thereby 
exacerbate neurotoxicity. 


Key words: Interleukin-1; Cortical neurons; Voltage-dependent Na’ currents; Patch-clamp recording 
































促 炎 细胞 因子 白介素 1BGL-1B) 在 中 枢 神 经 系 钠 通 道 激 活 产 生 的 再 生性 事件 是 动作 电位 产生 的 
统 中 发 挥 重 要 作用 , 参与 多 种 生理 学 和 病理 生理 学 基础 , 并 且 可 以 决定 兴奋 性 。 成 纤维 细胞 生长 因子 
Wh, 包括 兴奋 毒性 (Fogal & Hewett, 2008) 和 疗 。 同 源 因子 敲 除 的 小 鼠 中 , 钠 通 道 的 电 生 理学 性 质 发 
ji (Rijkers et al, 2009) 等 。 最 近 越 来 越 多 的 研究 关 ” 生 改 变 。 因 此 ,小 脑 颗 粒 神经 元 不 能 反复 产生 动作 
ik IL-1p 对 神经 元 离子 通道 的 作用 , 包括 中 枢 与 外 电位 (Goldfarb et al, 2007). Nay1.7 通道 的 突变 会 改 
周 神经 系统 ,如 小 直径 三 叉 神经 节 神 经 元 中 的 钾 通 ” 变 不 同类 型 的 神经 元 的 兴奋 性 (Rush et al, 2006). 
道 (Takeda et al, 2008)、 海 马 神经 元 中 的 钙 激活 钾 ”在 外 周 感觉 神经 元 中 , 钠 通 道 参 与 炎症 性 和 神经 性 
通道 (Zhang et al, 2008) 以 及 培养 的 皮层 神经 元 中 ”疼痛 (Hains et al, 2004; Amir et al, 2006), 并 且 是 多 
的 钙 通 道 (Zhou et al, 2006a, b). 电压 门 控 的 钠 通 道 种 药物 处 理 的 对 点 (Momin & Wood, 2008). 在 中 枢 
是 最 重要 的 离子 通道 类 型 之 一 , 在 可 兴奋 细胞 中 ， 申 经 系统 中 ， 缺 血性 脑 损 伤 钠 通道 w 亚 基 的 表达 下 

WAR FSH: 2010-09-25; Bese A HA: 2011-01-28 
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调 , 而 pl 亚 基 能 够 促进 神经 生长 , p2 亚 基 与 多 重 硬 
化 症 有 关 (Davis et al, 2004; O'Malley et al, 2009; 
Yao et al, 2005). 这 些 都 表明 钠 通道 在 神经 系统 中 






































的 关键 作用 。 
目前 上 只 有 较 少 的 研究 涉及 到 IL-19 对 钠 通道 的 




































































作用 。 在 外 周 神经 系统 中 , IL-18 与 钠 通道 都 与 炎症 
和 痛觉 传导 有 关 。IL-1B 增加 痛觉 感受 器 的 兴奋 性 ， 
从 而 引起 痛觉 过 敏 (Binshtok et al, 2008); 而 钠 通 
道 则 是 炎症 性 痛觉 过 敏 的 效应 器 (Amaya et al, 
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每 3 天 半 量 换 液 。 所 有 的 记录 在 神经 元 体外 培养 的 
第 6~10 d 进行 。 
13 ”全 细胞 膜 片 钳 记录 

使 用 P-97 微 电 极 拉 制 仪 (Sutter，USA), 通过 三 
步 拉 制 ， 从 厚 壁 硼 硅 酸 盐 玻璃 毛细 管 (南京 泉水 仪 
器 厂 ) 制 作 微 电极 ,电极 尖端 阻抗 5-10 MQ. 内 充电 
RAR, 成 分 为 (mmol/L): 145 CsCl, 1 MgCh. 10 
HEPES、4 TEA-CI.5 ATP-Na; 和 10 EGTA, 用 CsOH 
调节 pH 值 为 7.2。 将 培养 的 神经 细胞 取出 置 于 含有 



































































































































2006). 慢性 的 IL-1 8 处 理 增强 痛觉 神经 元 中 的 钠 电 
流 ， 这 可 能 是 IL-1p 对 痛觉 传导 作用 的 机 制 之 一 























细胞 外 液 的 培养 生 中 ,外 液 成 分 为 (mmol/L): 140 
NaCl, 5 KCl, 2 CaCl, 1 MgCl, 10 HEPES, 10 和 葡 

















(Liu et al, 2006)。 然 而 ,在 中 枢 神 经 系统 中 IL-18 与 
钠 通 道 的 相互 关系 还 不 清楚 。 我 们 在 以 前 的 研究 中 
发 现 10 ng/mL HY IL-16 可 以 抑制 大 鼠 皮 层 神 经 元 的 
电压 门 控 钙 电流 和 钾 电 流 。 因 此 ,本 研究 使 用 了 同 
羊 剂量 的 IL-1B， 研 究 其 对 皮层 神经 元 电压 门 控 钠 
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萄 糖 , H] NaOH 调节 pH 值 为 7.4。 

全 细胞 电压 钳 记 录 使 用 EPC-10 膜 片 钳 放 大 器 
(HEKA，Germany)。 形 成 全 细胞 模式 后 将 神经 元 钳 
制 在 -80 mV, 以 5 mV 的 电压 阶 跃 进行 去 极 化 刺激 ， 
持续 时 间 20 ms, 范围 -80 到 65 mV. 记录 前 进行 慢 
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B 流 的 急性 作用 。 我 们 的 结果 显示 , IL-1p 改变 钠 电 
流 的 激活 性 质 ， 而 电流 幅度 和 失 活 性 质 基本 不 变 。 
于 激活 性 质 的 改变 ,也 引起 了 动作 电位 阔 值 的 降 
低 。 这 些 结果 显示 ，IL-1B 急性 处 理 可 能 改变 中 枢 
神经 元 的 兴奋 性 。 


1 材料 和 方法 


1.1 动物 
实验 动物 : SD KE ( 购 自 北 京 维 通 利 华 实验 动 




























































































电容 及 串联 电阻 补偿 (60%~80%)。 电 流 信号 通过 放 
大 器 后 输入 计算 机 PatchMaster 程序 中 ,采样 频率 
是 200 kHz。 为 了 记录 动作 电位 , 采用 全 细胞 电流 钳 
模式 。 使 用 的 外 液 与 电压 钳 相 同 ， 内 液 成 分 为 
(mmol/L): 130 葡萄 糖 酸 钊 ，1 CaCb. 10 EGTA, 

2 MgCl. 10 HEPES, 5 ATP-Na;. 4 ATP-Mg. 10 
磷酸 肌 酸 tris 和 0.1 GTP-Lis。 在 记录 前 输入 超 极 化 
电流 钳制 细胞 在 -70 mV 左右 , 然后 输入 斜率 去 极 
化 电流 , 最 大 幅度 500 pA 持续 时 间 100 ms， 以 刺激 
































































































































物 科 技 有 限 公 司 ), 饲养 在 动物 房 中 ,室温 维持 在 











产生 动作 电位 。 采 样 频率 200 kHz, 记录 并 分 析 其 幅 











25 CEA, 保持 12: 12h 的 昼夜 节律 。 
L2 ”大 鼠 皮层 神经 元 的 原 代 培 养 
BU 17-18 d 的 SD 大 鼠 胎 鼠 , 断 头 ， 取 大 脑 皮 

















Fe, 去 除 海马 和 便 脑 膜 ， 用 0.25% 的 胰 酶 (Invitrogen， 






































USA) 在 室温 下 处 理 1~2 min， 吸 出 胰 酶 后 , 用 0.196 
的 胰 酶 抑制 剂 (Invitrogen, USA) 终 止 消化 。 细 胞 悬 液 












































j 台 有 盼 蓝 排除 法 计数 








(Invitrogen, USA) 培 养 基 中 。 使 
活 细 胞 密度 ， 并 用 相同 培养 基 稀 释 细 胞 浓度 至 
0.75x10 个 /mL, 将 细胞 接种 到 35 mm 的 培养 正中 





























的 无 菌 盖 玻 片上 ， 盖 玻 片 用 12.5 pg/mL RMA 
酸 (Poly-D-Lysine, Sigma, USA) 预 处 理 。 

培养 基 使 用 Neurobasal (NB; Invitrogen, USA), 
在 使 用 之 前 , 培养 基 中 加 入 2 mmol/L 的 谷 氨 酰胺 、 
50 U/mL 的 青霉素 、50 pg/mL AREER, 以 及 2% 
的 B-27 添加 剂 Unvitrogen, USA)。 将 培养 亚 放 在 含 



















































































有 5 %COI/95 % 空 气 的 恒温 培养 箱 (Sanyo, Japan) AY, 





BERI BR ELSE E Jt 
1.4 药物 处 理 

记录 到 稳定 的 正常 钠 电流 后 ,在 外 液 中 加 入 
10 ng/mL 的 IL-1B, 继续 记录 电压 门 控 的 钠 电 流 
到 给 药 后 20 min。 
1.5 数据 分 析 

数据 分 析 使 用 Clampfit 10.0 软件 (Axon, USA) 
和 Excel 进行 , 使 用 Excel XP(Microsoft，USA) 和 
SPSS 11.5(SPSS，USA) 进 行 统计 分 析 ，Sigmaplot 
10.0(SPSS, USA) 软 件 进行 作 图 ， 所 有 的 数据 用 平均 
{LPR HER (SE) ZEN, 全 部 数据 统计 均 使 用 平均 值 
成 对 二 样本 分 析 。 


2 结 R 


2. IL-1p 对 钠 电 流 幅 度 的 作用 
培养 6-10 d 的 大 鼠 胎 鼠 皮 层 神 经 元 用 于 膜 片 
钳 记 录 ,， 钳 制 电压 在 -80 mV, 以 5 mV 的 去 极 化 阶 











































































































































































































3 期 jr RAR. 白介素 1B 对 大 鼠 皮层 神经 元 钠 电 流 的 急性 作 325 














跃 到 65 mV, 通过 膜 片 钳 放 大 器 记录 内 向 钠 电流 。 质 ,符合 电压 门 控 的 钠 电 流 的 特性 。 加 入 IL-1p 后 ， 
在 获得 稳定 的 电流 记录 之 后 ,外 液 中 加 入 10 ngmL ”电流 幅度 有 逐渐 减 小 的 趋势 (图 1: A 一 C)。 给 药 前 ， 
的 IL-18， 继 续 记 录 直 到 给 药 之 后 20 min。 图 1 是 一 钠 电 流 峰 值 出 现在 -25 mV, FAL, 使 用 -25 mV 下 
个 典型 记录 , 通过 放大 器 可 以 记录 到 一 个 电压 依赖 ”的 电流 幅度 对 IL-1B 作用 时 间作 图 ， 可 以 看 到 在 给 
性 的 内 向 电流 ,并且 具有 快速 激活 和 快速 失 活 的 性 ” ” 药 后 电流 幅度 随 着 时 间 延 长 而 下 降 ( 图 1D)。 
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图 1 来 自 一 个 细胞 的 TL-18 对 钠 电流 急性 作用 的 典型 记录 
Fig.1 A typical recording of the acute effect of IL-1B 
A: 给 药 前 ; B: 给 药 后 10 min; C: 20 min 记录 的 电压 门 的 控 钠 电流 ; D: -25 mV 下 不 同时 间 点 的 钠 电流 幅度 。 
Voltage-gated Na* currents at before (A), 10 min (B) and 20 min (C) after IL-1B application. The amplitudes of Na* currents at -25 mV (D). 





























我 们 总 结 了 5 个 细胞 所 得 到 的 数据 , 给 药 前 的 。” ”处理 后 15 min 达 到 极 显 车 水 平 , 最 大 降幅 是 给 药 20 


































































































































































































































峰值 电流 都 出 现在 -25 my， 因此， 使 用 这 个 电压 下 min 后 降低 到 对 照 水 平 的 80%( 图 2A)。 为 了 全 面 分 
的 平均 电流 幅度 作 图 。 结 果 显 示 , 使 用 IL-1p 处 Pr IL-1p 对 钠 电 流 的 作用 , 使 用 电流 幅度 对 测试 电 
后 7 min, 电流 幅度 的 降低 开始 具有 显著 性 差异 ,在 压 作 图 ,获得 电流 一 电压 关系 曲线 。 图 2B 是 图 I 
& 0 
100 | i 100 上 
& 90 A m S 90 L 
3 10 ng/mL E! Ws E 
E 80 - IL-1B E =100 T —o— Control} 5 80 L 
x à ing 一 全 一 10 min P 
R Peed l —a— 20 min | & 7L 
a x E -35 m = " 
60 1 L L " 上 E mp L 1 1 1 60 L L L 4 L L 
0 5 10 15 20 —60 一 40 —20 0 20 0 5 10 15 20 
时 间 Time (min) 电压 Voltage (mV) 时 间 Time (min) 








图 2 IL-1 对 钠 电 流 幅 度 的 作用 
Fig.2 Effects of IL-1B on the amplitude of Na currents 
A: -25 mV 下 的 钠 电流 幅度 比较 (=5); B: 典型 记录 中 的 电流 一 电压 曲线 ; C: 不 同 处 理 时 间 下 的 峰值 电流 ; * P «0.05; ** P «0.01. 
A: The amplitudes of Na’ currents at -25 mV (n=5); B: The current-voltage curves from a typical recording; C: The peak amplitudes at time points; * P < 0.05; 
** P «0.01. 
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典型 例子 的 电流 一 电压 关系 , 可 以 看 到 给 药 前 峰 台 逐 渐 下 降 , 在 3 min 就 已 经 产生 显著 差异 , 5 min 
值 电 流出 现在 -25 mV, 给 药 后 10 min 和 20 min 的 “后 差异 达到 极 显著 水 平 ( 图 3B)。 与 半 激 活 电压 下 降 
曲线 显示 峰值 电流 出 现在 -35 mV。 这 表明 IL-1B 处 AR, 斜率 因子 在 给 药 后 没有 变化 (图 3C)。 对 于 失 
理 后 峰值 电流 的 位 置 改变 , 因此 ， 重 新 统计 了 峰值 。 活性 质 的 分 析 表 明 ， 钠 通道 的 失 活 没有 改变 (图 
By, RAD Won. HA IL-18 处 理 后 电流 幅度 仍 ” 3D)。 这 些 结果 解释 了 峰值 电流 提前 的 现象 。 

















































































































































































































































































































然 有 下 降 的 趋势 , 但 是 没有 显著 性 (图 2C). 2.3 IL-1p 改变 动作 电位 的 性 质 
22 IL-1p 改变 钠 电 流 的 激活 性 质 钠 通道 是 再 生性 动作 电位 产生 的 基础 ， 其 激活 
峰值 电流 的 提前 很 可 能 是 由 于 钠 通道 的 电 生 ”性 质 的 改变 很 可 能 影响 到 动作 电位 的 性 质 。 因 此 ， 




















理学 性 质 发 生 了 变化 , 我 们 继续 分 析 了 激活 和 失 活 ”我 们 在 电流 钳 模 式 下 , 使 用 斜率 刺激 记录 了 神经 元 
性 质 , 图 3A 是 来 自 图 1 中 典型 记录 的 激活 曲线 , 在 ”的 动作 电位 。 从 典型 记录 可 以 看 出 动作 电位 的 峰值 
IL-1B 处理 后 ,激活 曲线 向 超 极 化 方向 平移 ， 这 表明 ”幅度 不 变 , 但 时 间 提 前 ,而 闵 值 则 降低 (图 4A)。 我 
半 激 活 电 压 降 低 。 统 计 显 示 , 给 药 后 半 激 活 电 压 开 ” 们 分 析 了 4 组 记录 中 的 动作 电位 ,峰值 幅度 没有 变 
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图 3 IL-1p 改变 钠 电流 的 激活 性 质 
Fig.3 IL-1 affects activation properties of Na currents 

A: 典型 记录 的 激活 曲线 ; B 和 C: 不 同 处 理 时 间 下 的 半 激 活 电 压 和 斜率 因子 ; D: 钠 电 流 的 失 活 曲线 (n 二 5); * P<0.05; ** P< 0.01. 

A: The activation curves of a typical recording; B and C: The half-activation voltages and slope factors (at time points); D: The inactivation curves of Na* 


currents (175); * P < 0.05; ** P < 0.01. 
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图 4  IL-1B 对 动作 电位 的 作用 

Fig.4 Effects of IL-1B on action potential 
A: 一 个 动作 电位 的 典型 记录 ; B 和 C: ART ABER TRI P2 reir frs ERR BI E (n — 4); * P «0.05. 
A: A typical recording of AP; B and C: The amplitude and threshold at time points (n=4); * P « 0.05. 



































3 期 jp RAE 


























化 (图 4B)， 阔 值 显 著 下 降 ， 与 半 激 活 电 压 的 改变 类 
Wh, 给 药 后 浆 值 持续 降低 ， 处 理 3 min 后 , 就 具有 统 
计 显 著 性 (图 4C)。 这 些 结果 表明 , IL-18 处 理 通过 改 
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WP, IL-18 的 浓度 可 能 会 高 出 两 个 数量 级 ， 最 大 达 
到 10 ng/mL。 我 们 以 前 关于 IL-18 对 离子 通道 的 慢 
性 作用 的 研究 也 使 用 了 10 ng/mL 的 浓度 ， 发 现 该 剂 












































变 钠 通道 激活 性 质 ， 降 低 了 动作 电位 的 阔 值 ， 并 1 
此 提示 可 能 增加 神经 元 的 兴奋 性 。 


3 it it 


最 初 我 们 对 实验 结果 的 分 析 显 示 , IL-1p 显著 抑 
制 了 钠 电 流 幅 度 , 但 进一步 的 分 析 表 明 ,， 这 是 由 于 
药物 处 理 后 峰值 电流 提前 。 因 此 , 在 给 药 前 的 峰值 
有 压 下 的 电流 幅度 有 显著 降低 ,而 比较 不 同时 间 下 
的 峰值 电流 则 没有 显著 差异 。 达 到 峰值 的 电压 提前 
意味 着 激活 性 质 很 可 能 发 生 改 变 ， 对 钠 通道 激活 和 
失 活 性 质 的 计算 确认 了 这 一 点 。 半 激活 电压 向 超 极 
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的 IL-1B 可 以 抑制 中 枢 神 经 元 中 的 钙 电 流 (Zhou 
et al, 2006a, b) 以 及 钾 电 流 (Zhang et al, 2009)。 因 此 ， 
本 实验 中 将 IL-3B 的 浓度 设 定 为 10 ng/mL. 
3.22 IL-1p 急性 作用 的 可 能 的 生物 学 意义 































































































本 文 的 研究 结果 表明 , IL-1B 对 于 中 枢 离 子 通道 
具有 和 急性 作用 , 但 与 其 抑制 电流 幅度 的 慢性 作用 结 
" 






































果 不 同 ,急性 作用 对 幅度 的 抑制 较 小 ,主要 影响 钠 
通道 的 激活 性 质 ; 而 慢性 作用 则 是 通过 抑制 表达 减 
少 通道 数量 。 因 此 ， 只 影响 幅度 而 不 改变 激活 性 质 。 
通过 改变 激活 性 质 , TL- 19 也 急性 改变 了 动作 电位 的 
闵 值 ， 而 这 是 神经 元 兴奋 性 的 重要 指标 。 在 外 周 痛 




















































































































化 方向 移动 ,而 激活 性 质 中 的 斜率 因子 和 失 活性 质 
则 没有 变化 。 半 激活 电压 的 降低 解释 了 峰值 电流 出 

































































觉 传导 神经 元 中 , IL-1B. 显著 降低 动作 电位 的 阔 值 ， 
从 而 造成 神经 元 兴奋 性 增加 ,这 是 炎症 性 疼痛 或 者 












































现 的 提前 , 幅度 约 为 10 mV, 同时 , 也 提示 电压 门 
控 的 钠 通 道 介 导 的 动作 电位 也 会 发 生 显著 改变 。 对 
动作 电位 的 记录 表明 ,幅度 没有 变化 , (HEB) 
显著 降低 ， 下 降 的 幅度 与 半 激 活 电 压 改 变 的 幅度 
接近 。 
3. IL-1p 剂量 的 选择 

IL-1B 在 中 枢 神 经 系统 的 多 种 损伤 和 疾病 过 程 
中 发 挥 重要 作用 。 已 丝 有 一 些 研究 报道 了 IL-1B 与 
不 同 的 离子 通道 之 间 的 相互 关系 , 包括 IL-1B 对 海 
马 神经 元 钙 通道 (Plata-Salamán & ffrench-Mullen, 
1992) 和 中 枢 ， 以 及 外 周 神 经 元 的 钾 通 道 (Takeda 
et al, 2008; Zhang et al, 2008) 的 急性 作用 。 现 在 已 
有 Zhou et al (2006a, b) 有 关 IL-1B 对 皮层 钙 通 道 和 
Liu et al (2006) 对 外 周 神 经 元 钠 通 道 的 慢性 作用 的 
jt 但 是 还 没有 关于 IL-1B 对 皮层 神经 元 钠 通 道 
急性 作用 的 相关 研究 。 本 实验 中 选择 了 10 ng/mL 
的 浓度 进行 处 理 ,， 这 是 一 个 比较 适当 的 剂量 。Zhou 
et al (2006a) 指出 , 在 病理 学 条 件 下 脑 状 液 中 的 
IL-18 浓度 超过 100 pg/mL, 在 有 活性 的 局 部 分 泌 
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A BABESARMT GABA 及 其 B 型 受 体 在 应 激 性 抑郁 
行为 发 生 中 的 作用 及 其 影响 机 制 a 
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摘要 : 为 了 探讨 眶 额 叶 (orbital frontal cortex, OFC)GABA KIE B 型 受 体 在 应 激 性 抑郁 行为 发 生 中 的 作用 及 
影响 机 制 ,实验 采用 强迫 游泳 方法 建立 急性 应 激 抑郁 模型 。 在 OFC 区 微量 注射 y- 氨 基 丁 酸 (y-aminobutyric acid, 
GABA) 及 其 B 型 受 体 阻 断 剂 , 通过 开场 实验 、 强 迫 游泳 方式 检测 动物 行为 学 表现 ， 用 免疫 组 织 化 学 染色 和 Western 
blotting 方法 检测 OFC 区 Kalirin 表达 ,用 高 尔 基 染色 法 观察 锥 体 细胞 树 突 和 树 突 琼 。 结 果 显 示 : 强迫 游泳 应 激 引 
起 动物 抑郁 样 行为 表现 ， 同 时 ，OFC 区 Kalirin 阳性 颗粒 数 及 表达 量 显著 减少 ， 量 锥 体 细 胞 树 突 更 密度 下 降 ; OFC 
区 微量 注射 GABA 具有 抗 抑郁 效应 , 使 OFC 区 Kalirin 表达 显著 升 高 ， 锥 体 细胞 树 突 环 密 度 增 加 ; GABA-B 型 受 
体 阻 断 剂 CGP35348 可 以 抑制 GABA 的 这 种 效应 。 由 此 可 见 , 通过 强迫 游泳 应 激 诱 发 的 抑郁 样 的 行为 变化 与 OFC 
区 Kalirin 表达 减少 和 神经 元 树 突 琼 密度 降低 有 关 , GABA 可 能 通过 GABA-B 型 受 体 增加 OFC 区 Kalirin 表达 ， 以 
防止 神经 元 退行 性 变化 而 产生 抗 抑郁 作用 。 


关键 词 : 强迫 游泳 ; MAE; 应 激 ; Kalirin-7; -AET R, WRH 
中 图 分 类 号 : Q42; R749.72 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0329-08 





































































































































































































Rat orbital frontal (orbital frontal cortex, OFC) GABAB 
receptor mechanisms in stress and depression 


GU Chao-Yang, AN Shu-Cheng” 


(College of Life Science, Shaanxi Normal University, Xi'an 710062, China) 


Abstract: Stress-induced depression is a kind of functional and structural disability of the brain and involves many 
neurotransmitters and regions of the brain. A number of studies suggest involvement of y-Aminobutyric acid (GABA) in 
the orbital frontal cortex (OFC) in the mechanism of stress-associated depression-like behavior in rodents. However, little 
work has been done on the relationship between GABA and neural plasticity of the OFC under stress. Here we examine 
the effect of the GABA in the OFC during acute forced swim stress (FSS). We found remarkable depression-like behavior 
in FSS and an open field test (OFT), and we observed a marked decrease in Kalirin-7 expression and the basal dendritic 
spine density of layer V pyramidal neurons in OFC after FSS. GABA administration reversed these changes, which were 
inhibited by CGP35348, an antagonist of GABA-B receptors. These results suggest an anti-depression effect of GABA in 
the OFC, which may be mediated by GABA-B receptor. The anti-depression effect of GABA is related to the plasticity of 
the dendritic spine density. This discovery may be helpful in the development of new therapies to treat depression. 


Key words: Forced swimming; Depression; Stress; Kalirin-7; GABA; Spine 





抑郁 症 是 情感 性 精神 障碍 的 主要 类 型 ， 随 着 社 。” 究 也 已 受到 广泛 的 关注 。Jayatissa et al(2008) 研 究 表 
会 竞争 与 工作 和 生活 压力 的 增加 ,其 发 病 率 有 逐年 W, 应 激 是 诱发 抑郁 症 的 重要 因素 之 一 ， 应 激 诱发 
升 高 趋势 ， 国际 卫生 组 织 已 将 其 列 为 影响 人 类 健康 ” 抑郁 涉及 到 额 叶 、 海 马 、 禁 仁 核 、 腹 侧 背 羡 区 等 多 
最 严重 的 十 大 疾病 之 一 。 有 关 抑 郁 症 发 病 机 人 制 的 下 个 脑 区 及 核 团 。 眶 额 叶 (orbital frontal cortex, OFC) 
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作为 前 额 叶 的 一 个 重要 区 域 ， 与 情结、 认 知 功能 密 
切 相 关 。 然而 , 关于 OFC 与 抑郁 发 生 的 研究 却 相 对 
较 少 。Bremner et al (2002) 研 究 提示 , OFC 在 抑郁 行 
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应 激 性 抑郁 模型 ,探讨 OFC 区 GABA 及 其 BW 
体 与 应 激 性 抑郁 发 生 的 关系 ,以 及 GABA 是 否 经 B 
型 受 体 , 通过 Kalirin-7 影响 或 调节 神经 元 形态 , JÙ 
































为 产生 中 也 具有 重要 作用 。 抑 郁 症 患者 表现 出 行为 
上 认 知 能 力 的 缺陷 及 决策 判断 力 的 下 降 或 异常 ， 且 
多 数 老年 患者 OFC 体积 变 小 ,神经 元 萎缩 。 对 抑郁 
证 的 某 些 药物 和 心理 治疗 可 以 改善 抑郁 患者 OFC 
退行 性 变化 (Castren & Rantamaki, 2010; Altena et al, 
2010; Bremner et al, 2002)。 这 些 结果 提示 OFC BG 
了 抑郁 的 发 生 。 目 前 关于 抑郁 发 生 与 抗 抑 邦 的 神经 
机 制 研究 提出 了 单 胺 类 递 质 与 受 体 失调 学 说 、 谷 氨 
酸 及 其 受 体 学 说 、 神 经 可 塑性 学 说 等 多 种 解释 ， 而 
对 于 y- 氨 基 丁 酸 (y-aminobutyric acid, GABA) 的 研究 
相对 较 少 。 有 研究 显示 ,抑郁 发 生 与 脑 疹 液 和 血液 
GABA 水 平 下 降 相关 ; 也 有 研究 显示 ，GABA 的 不 
同 受 体 在 抑郁 发 生 与 抗 抑郁 中 的 作用 不 同 (Chu & 
Hablitz, 2003; Drugan, et al, 1989; Feng et al, 2006; 
Kita et al, 2006; Kosel et al, 2004; Wang et al, 2003), 
GABA-B 受 体 敲 除 有 抗 抑郁 效应 (Mombereau et al, 
2004), H. B 型 受 体 激活 可 能 影响 其 他 与 抑郁 相关 
的 神经 递 质 ， 并 且 GABA-B 受 体 的 行为 效应 存在 较 
大 区 域 差 异 (Cryan & Kaupmann，2005) 。 总 之 ， 







































































其 是 树 突 和 树 突 环 而 发 挥 抗 抑 郁 作 用 。 
1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 及 分 组 
雄性 SD 大 鼠 (220 一 250 g)40 H, 购 自 陕西 省 中 
医 研究 院 动物 中 心 。 自 由 进 水 进食 。 环 境 温度 和 湿 
度 维持 在 (22 土 1)C 和 (52 土 2)%, 动物 饲养 于 12/12 
h 明暗 周期 环境 。 

动物 分 为 4 组: 对 照 组 (control]))、15 min 强迫 
游泳 组 (saline)、GABA 微量 注射 组 (GABA 组 )， 以 
及 CGP35348 和 GABA 微量 注射 组 (CGP 组 )。 动 物 
在 实验 前 适应 环境 7 d, 每 天 抚摸 5 min. 
1.2 主要 试剂 

GABA, CGP35348 购 于 美国 Sigma 公司 ， 
Kalirin-7 抗体 由 美国 康涅狄格 州 大 学 赠送 ，SABC 
试剂 使 和 DAB 试剂 盒 均 为 武汉 博士 德 生 物 技 术 工 
"UB RA Hr mo 
13 A 法 
1.3.1. ” 脑 定 位 与 微量 注射 ”大 鼠 用 成 巴 比 受 钠 腹 





































































































GABA 与 抑郁 发 生 的 具体 机 制 仍 未 明确 。GABA 是 
一 种 在 OFC 广泛 分 布 的 重要 神经 递 质 参与 了 焦 
虑 和 抑郁 等 精神 障碍 的 形成 。 由 于 目前 研究 较 少 ， 
且 临 床 研究 和 实验 研究 结果 尚 有 不 一 致 之 处 。 因 此 ， 
OFC 区 GABA 及 其 B 受 体 与 抑郁 发 生 的 具体 机 制 ， 
以 及 应 激 是 否 通过 GABA 改变 神经 元 形态 而 诱发 
抑郁 等 还 都 不 清楚 。Kalirin-7 是 位 于 树 突 刺 上， 与 
神经 元 结构 、 树 突 琼 形 态 有 重要 关系 的 因子 。 
Kairin-7 表达 变化 与 神经 元 形态 结构 可 塑性 变化 密 
切 相 关 。 因 此 , 我 们 通过 强迫 游泳 应 激 ， 建 立 急 性 






































WEETESIRER(40 mg/kg), MEME F WDT- 
立体 定位 仪 (美国 ，Stoelting)， 参 照 Paxinos & 
Watson 大 鼠 脑 图 谱 ， 按 照 定 位 程序 ， 向 OFC(AP 
3.7 mm, RL 2.4 mm, H3.5 mm)( 图 1) 植 入 带 有 内 蕊 
的 不 锈 钢 套 管 作为 微量 注射 通道 ， 以 牙科 水 泥 固定 ， 
外 层 用 牙 托 粉 加 固 ， 完 成 后 将 动物 保持 在 (30 士 2)C 
温暖 环境 直至 苏醒 。 手 术 后 每 日 腹腔 注射 2 万 单位 
盘 尼 西林 ,持续 3 d， 自 由 进食 饮水 。 手 术 后 , 恢复 
至 少 一 周 。 每 组 动物 均 进 行 两 次 注射 间隔 时 间 均 
为 10 min. control 组 和 saline(15 min 强迫 游泳 ) 组 





















































图 1 微量 注射 位 置 示意 








图 (标尺 : 2 000 um) 


Fig. 1 Microinjection site (Scale bar, 2 000 um ) 
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注射 两 次 生理 盐水 (0.5 pL/ 次 ); GABA 组 注射 0.5 uL 
生理 盐水 后 ,再 注射 0.5 uL GABA(20 mg/mL); 

CGP 组 先 注 射 0.5 uL GABA(20 mg/mL) Ja, 注射 0.5 
uL CGP35348(40 mg/mL, © )。 所 有 注射 在 行为 测试 
前 30 min 进行 , 手动 注射 速度 为 0.5 pL/min, 注射 
完成 后 停 针 1 min, 使 药物 充分 吸收 。 
1.3.2 ”强迫 游泳 模型 ”如 Porsolt et al (1977) 所 描述 ， 
动物 放 入 一 个 透明 水 缸 (40 cm 高 , 直径 20 cm), fil 
内 水 深 为 (31.5 土 1.5)cem， 水 温 为 (24 土 0.5) °C, 水 面 
PEG LA 10 cm， 保 证 动物 在 人 缸 内 游泳 时 身体 不 会 
支撑 在 饶 底 面 。 除 control 组 动物 外 ， 其 他 组 均 在 脑 
定位 手术 后 第 8 d 进行 15 min 强迫 游泳 预备 游 ， 用 
秒表 记录 前 10 min A, 动物 不 动 时 间 , 若 持续 不 动 
或 持续 攀 爬 则 弃 去 不 用 。24 h 后 进行 上 述 微量 注射 
和 正式 FST 实验 。 

14 行为 实验 

141 开场 实验 ”所 有 行为 测试 在 上 午 7 点 到 11 
点 之 间 在 上 暗 光 环境 进行 。 实 验 前 将 动物 放置 于 行为 
测试 室 ， 至 少 1 h 适应 环境 。 实 验 装 置 大 小 规格 为 
60 cmX60 cmX40 ccm， 四周 和 底面 均 为 黑色 ,底面 
以 淡色 线 分 为 25 个 12 cmX12 cm 小 格 。 每 只 动物 
测试 时 放 入 开场 中 央 适 应 30 s， 然 后 用 摄像 头 记录 
5 min 时 间 内 的 动物 总 穿越 格 数 ， 即 水 平 运动 
(locomotor activity). 、 站 立 (rearing) 次数 、 修 饰 
(grooming) 次 数 以 及 中 央 格 停留 时 间 (central time). 

每 次 测试 后 用 90% 酒 精 擦 干净 测试 箱 ， 除 去 动物 气 
味 影响 。 
14.2 ”强迫 游泳 测试 ”手术 后 第 9 天 , 进行 正式 游 
TMX, 实验 环境 条 件 与 预备 游 时 相同 。5 min 内 ， 
记录 动物 不 动 时 间 (immobility) 以 及 攀 疏 (climbing)， 
以 动物 不 动 时 间作 为 判断 抑郁 严重 程度 的 指标 ， 
并 用 数码 摄像 头 记 录 视 频 ; 每 只 动物 测试 后 清洗 干 
HKH, 换 水 ,避免 对 下 一 只 动物 的 影响 。 

1.5 形态 学 及 免疫 学 实验 

1.5.1 高尔基 染色 法 观察 神经 元 形态 ”行为 测试 
后 两 周 , 将 动物 (每 组 动物 总 数 1/3) 麻 醇 ， 生 理 盐 水 
HEE, 取 脑 ,将 脑 置 于 Golgi-Cox 溶液 中 ,， 置 于 黑暗 ， 
2 d 后 置换 于 新 Golgi-Cox 溶液 。 浸 泡 14 d 后 将 脑 
TEN 30% 莽 糖 溶 液 中 ， 室 温 中 放置 3 d。 在 ORE BE 
溶液 中 进行 震动 切片 机 切片 ,厚度 100 hm。 立 刻 铺 
F, 依次 用 以 下 溶液 浸染 : ZR THK. 15% ~30% BAK. 
酸性 显影 固定 液 、 蒸 饮水 、 梯度 酒精 和 二 甲 茶 。 

最 后 以 中 性 树胶 封 片 ,光学 显微镜 ( 油 镜 x100) 下 观 
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察 计 数 。 每 张 脑 片 至 少 随机 选取 5 个 皮层 锥 体 神经 
元 , 并 根据 以 下 特征 选取 : 1) 神 经 元 位 于 OFC 皮层 
第 五 层 ; 2) 神 经 元 符合 锥 体 神经 元 形态 , 在 10 倍 物 
镜 下 应 表现 出 整体 浸染 均匀 ; 3) 每 个 胞 体 至 少 发 出 
3 个 基 树 突 ; 和) 未 因 染 色 而 造成 形变 。 对 符合 条 件 神 
经 元 进行 照相 记录 。 在 计数 统计 中 ,记录 同 级 分 支 
树 突 单位 长 度 上 的 树 突 环 个 数 。 

15.2 ”免疫 组 织 化 学 法 “全 部 行为 测试 完成 后 ， 立 
刻 对 动物 (每 组 动物 总 数 1/3) 麻 醉 依次 用 0.1 mol/L 
PBS 和 4% 多 聚 甲 醛 灌注 、 取 脑 ， 4% 多 聚 甲 醛 中 后 
固定 Oh, HA 30% 谍 糖 溶液 ,在 4C 下, 静 置 24 h, 
冰冻 切片 (40 um 厚 )， 按 照 免疫 组 化 步骤 , 依次 进行 
抗体 贱 育 和 显 色 。 
1.5.3 Western blotting 行为 测试 后 ， 立刻 麻醉 动 
物 (每 组 动物 总 数 1/3), 取 脑 ,根据 大 鼠 脑 图 谱 切 出 
OFC, 每 只 动物 称 取 相同 重量 右 侧 OFC 组 织 , 加 入 
裂解 液 匀 浆 , 4 人 离心 S min(1.2 万 1/m) 取 上 清 液 。 
加 入 5XSDS Uh EAB, 沸水 者 $ min， 每 孔 
上 样 20 nL( 体 积 根据 蛋白 含量 确定 )， 进行 12% 十 二 
烷 基 磺 酸 钠 (sodium dodecyl sulfate，SDS) 聚 丙烯 酰 
胺 凝 胶 电 泳 , 采用 半 干 转 膜 法 将 蛋白 转移 人 宇 PVDF 
IRE, TBST 震荡 洗涤 3 次 , 10 min/ 次 ; 后 用 含 10% 
脱脂 奶粉 的 TBS 封闭 2h;TBST 震荡 洗涤 3 次 (10 
min/ 次 ); 室温 下 一 抗 (1 : 500)88 A 1 h; TBST 震荡 
洗涤 3 次 (10 min/ 次 ); 二 抗 封闭 2 h(1 : 2 000); 
TBST 震荡 洗涤 4 次 (10 min/ 次 ); 采用 化 学 发 光 法 ， 
暗室 胶片 显 色 。 

L6 数据 统计 与 分 析 

使 用 SPSS15.0 进行 统计 分 析 , 结果 以 平均 值 
土 标准 误 表 示 。 采 用 单 因素 方差 分 析 和 Tukey post 
hoc 检验 ,以 P<0.05 作为 判断 差异 显著 性 的 标准 ; 
取 脑 的 过 程 中 检测 不 锈 钢 套 管 植 入 位 置 ， 定位 不 正 
外 者 ， 相 关 数 据 弃 去 不 用 。 


2 结 果 


2.1 行为 学 结果 

2.4.1. ”强迫 游泳 测试 结果 ” 单 因 素 方 差分 析 显 示 
不 同 的 处 理 对 强迫 游泳 中 不 动 时 间 (F2, 28 =16.538, 
P«0.01) 1 MEIN [H] (Fy, 2479.529, P«0.01)7^^E T A 
显著 差异 的 影响 : 相对 生理 盐水 组 , 注射 GABA 显 
sk NB T 55H fa) (P<0.01), 而 OFC 注射 
CGP35348 反 转 了 GABA 的 这 种 效应 (P < 0.05)( 图 
2B)。 不 动 时 间 也 表现 出 相 类 似 的 结果 , GABA 显著 
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图 2 Saline ?H. GABA 组 和 CGP 组 强迫 游泳 测试 中 不 动 时 间 (A) 和 人 攀 爬 时 间 (B) 
Fig.2 Immobility(A)and the climbing time(B)in different treatment, salineGABA and CGP35348 
*: GABA 组 与 Saline 组 相 比 ; **: CGP 组 与 GABA ZH 40 LL; #: CGP 组 与 Saline 组 相 比 (P<0.05 单 因素 方差 分 析 )。 
*: GABA vs. saline; **: CGP35348 vs. GABA; #: CGP35348 vs. saline (P<0.05, one-way ANOVA). 











减少 了 不 动 时 间 ， 而 CGP35348 抑制 但 未 反 转 =5.58, P< 0.01; grooming: F>, 39 = 13.47, P < 0.01; 
GABA 对 不 动 时 间 的 减弱 效应 (图 2A)。 central time: F5 30 =5.96, P < 0.05)。 相 对 于 Saline 组 ， 
2.1.2 ”开场 实验 测试 结果 单 因 素 方差 分 析 显 示 ， GABA 组 明显 增加 了 水 平 运动 行为 (P < 0.05)( 图 
在 水 平 运动 行为 、 垂 直 运 动 、 修 饰 行 为 和 中 央 格 停 — 3A)、 垂 直 运 动 (P < 0.05) (图 3B) 和 修饰 行为 
留 时 间 等 3 个 参数 上 ，3 组 间 表 现 出 显著 差异 (P< 0.05) (图 3C), 同时 , 减少 了 动物 在 中 央 格 停留 
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(locomotor: F5 39 =14.57, P< 0.05; rearing: F2, 30 的 时 间 (P < 0.01) (图 3D), 而 注射 CGP35348 抑制 了 
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图 3 开场 实验 中 Saline 41. GABA 组 和 CGP 组 的 水 平 运 动 得 分 ([A)、 垂 直 运 动 得 分 (B)、 修 饰 得 分 (CC) 和 中 央 格 停留 时 间 (D) 
Fig.3 Result of different treatment saline, GABA and CGP35348 on(A)loco motor activity, (B)rearing, (C)grooming 

and(D)central time in open filed test 

*: GABA 415 Saline 组 相 比 ; **: CGP 组 与 GABA 组 相 比 ;#: CGP 组 与 Saline 组 相 比 (P<0.05, 单 因素 方差 分 析 )。 











*: GABA vs. saline; **: CGP35348 vs. GABA; #: CGP35348 vs. saline(P<0.05, one-way ANOVA). 
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GABA 在 水 平 运动 (P <0.05)( 图 3A) 和 垂直 运动 行为 
(P<0.05) (图 3B) 以 及 中 央 格 停留 时 间 (P < 0.05)( 图 
3D) 上 的 效应 ， 同 时 ， 反 转 了 GABA 在 修饰 行为 上 的 
效应 (P< 0.01) (图 3C)。 
2.2 PRR ES iL 

四 组 间 在 树 突 长 度 上 未 表现 出 显著 差异 


(one-way ANOVA, F3, 49 = 5.253, P>0.05) ( 表 1), 但 
在 树 突 琼 密度 上 表现 显著 差异 (one-way ANOVA, 
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F; 49 =7.232, P <0.05)( 图 4A)。 生 理 盐水 组 与 空白 对 
照 组 相 比 , 树 突 球 密度 显著 减少 (P<0.05)( 图 4B), 
GABA 组 相对 于 生理 盐水 组 则 表现 出 树 突 井 密 度 
增 大 的 趋势 (P<0.05)( 图 4B), ifj CGP35348 组 相对 
于 GABA 组 树 突 更 密 度 较 小 (P<0.05), 但 是 与 生理 
盐水 组 相 比 较 大 ， 且 差异 显著 (P <0.05)( 图 4B), H 
减弱 了 GABA 增加 树 突 未 密度 的 效应 。 






































表 1 MARA RR AERA EUR TRES TOR AER IE 


Tab. 1 Effect of four treatments on spine density of Pyramidal neurons in OFC 


Spine density (number/um) 


Ti occus ECT /um) Control 


GABA CGP35348 





Basilar 0.45+0.07 


0.330.010 * 


0.4140.05” 0.4050.04 ^ ^* 





*: Saline 组 与 Control 组 相 比 ; **: GABA ZH 5 saline 组 相 比 ; ***: CGP 组 与 GABA 组 相 比 ;#: CGP 组 与 saline 组 相 比 (P<0.05, 单 因素 方差 分 析 )。 
*: Saline vs. control; **: GABA vs. saline; ***: CGP35348 vs. GABA; #: CGP35348 vs. saline (P<0.05, one-way ANOVA) 
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Fig.4 Result of spine density and the image(Scale bars, 5 ym) 
*: Saline 组 与 Control 组 相 比 ; **: GABA 组 与 saline 组 相 比 ; ***: CGP 组 与 GABA 组 相 比 ; #: CGP 组 与 saline 组 相 比 (P<0.05, 单 因素 方差 分 析 )。 
*: Saline vs. control; **: GABA vs.saline; ***: CGP35348 vs. GABA; #: CGP35348 vs. saline(P<0.05, one-way ANOVA) 


2.3 OFC 区 Kalirin-7 表达 的 变化 

单 因 素 方差 分 析 显 示 免 疫 组 化 (图 5a. b. c. 
d) 表 现 出 组 间 显 著 性 差异 (Fa 40=24.572, P«0.05). ^E 
理 盐水 组 对 应 于 Control 组 ， 则 表现 出 Kalirin-7 表 
达 显著 减少 ,而 与 GABA 组 相 比 , GABA 则 显著 增 
加 了 Kalirin-7 的 表达 ,CGP35348 则 抑制 了 GABA 
对 于 Kalirin-7 表达 增加 的 效应 。 图 Se 显示 了 OFC 
免疫 印迹 的 结果 ， 表 现 出 与 免疫 组 织 化 学 一 致 的 
结果 。 


3 it it 


关于 抑郁 症 发 生机 制 ， 人 们 已 从 神经 递 质 、 受 
体 失 调 等 方面 提出 了 许多 学 说 。 但 越 来 越 多 的 证 据 
表明 ,抑郁 症 是 一 种 涉及 到 多 种 神经 递 质 和 脑 区 ， 
以 及 神经 环 路 的 疾病 , 并 且 功能 失调 也 与 神经 结构 
的 变化 密切 相关 。 因 此 ,本 研究 通过 强迫 游泳 应 激 
建立 抑郁 模型 ， 探讨 OFC 区 GABA 及 其 B 型 受 体 












































在 应 激 性 抑郁 发 生 中 的 作用 以 及 应 激 、GABA 及 其 
B 型 受 体 、 神 经 元 形态 结构 , 尤其 是 树 突 棘 变化 与 
抑郁 发 生 的 关系 。 
3.1 OFC 与 抑郁 样 行为 

大 量 证 据 表 明 ,OFC 可 能 与 应 激 诱导 的 情绪 失 
调 有 密切 的 联系 。 研 究 发 现 ，OFC 损伤 可 能 导致 情 
绪 失 调 中 的 负 反 馈 反 应 障碍 ,多数 抑郁 症 患者 伴随 
有 认 知 和 判断 及 执行 障碍 。 老 年 抑郁 患者 中 多 数 也 
发 现 伴随 有 OFC 退化 (Bremner et al, 2002)， 如 体积 
缩小 、 神 经 元 减少 等 , 尤其 在 男性 患者 中 表现 更 多 
(Lavretsky et al, 2004); 也 有 证 据 表 明 ， 局 部 的 OFC 
损伤 可 导致 声音 、 表 情 等 出 现 异 常 化 的 情绪 表现 
(Blair & Cipolott 2000; Hornak et al, 2003). OFC 
与 边缘 区 的 广泛 联系 , 发 挥 着 抽象 记忆 等 信息 传递 
的 枢纽 作用 ,是 前 额 叶 的 主要 亚 区 之 一 ,，OFC 与 基 
底 查 仁 核 和 伏 隔 核 的 联系 ,负责 对 未 来 预期 和 价值 
判断 ， 从 而 引导 决策 和 执行 (Schoenbaum et al, 2006; 
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图 5 免疫 组 织 化 学 (a, b, c, 由 与 Western blotting(e) nN ZH HE AMI Kalirin-7 的 表达 


Fig. 5 Expression of Kalirin-7 in orbital frontal cortex by immunohistochemisty(a, b, c, d) and western blotting(e) 
*: Saline 组 与 Control 组 相 比 ; **: GABA 组 与 Saline 组 相 比 ; ***: CGP 组 与 GABA 组 相 比 ; #: CGP 组 与 Saline 组 相 比 (P<0.05, 单 因素 方差 分 析 )。 
*: Saline vs. control; **: GABA vs. saline; ***: CGP35348 vs.GABA; #: CGP35348 vs. saline (P<0.05, one-way ANOVA). 


Elliott et al, 2010)， 而 抑郁 症 患 者 多 数 具 有 决策 、 执 
行 的 错位 。 在 临床 上 广泛 应 用 的 抗 抑郁 药 氟 西 汀 可 
以 恢复 成 年 大 鼠 因 应 激 而 造成 的 视觉 相关 皮层 的 
神经 损伤 。 吗 啡 也 可 以 增加 前 额 叶 由 于 应 激 而 导致 
RRP ERD. AE, OFC 与 应 激 性 情绪 行为 
的 关系 应 该 予以 关注 。 
32 OFC 区 GABA 及 其 了 B 受 体 与 抑郁 样 的 行为 及 
神经 元 形态 学 变化 

研究 显示 , GABA 及 其 受 体 广泛 分 布 于 大 脑 皮 
层 , 在 OFC 区 , GABA 能 神经 元 接受 来 自 下 丘脑 的 
GABA 能 神经 元 发 出 的 投射 ， 而 下 丘脑 在 应 激 反应 
中 具有 重要 的 作用 。 也 有 研究 发 现 , OFC 区 多 巴 胺 

















(Dopamine，DA) 与 奖赏 环 路 的 联系 受到 诸多 重视 ， 
如 部 分 药物 成 瘾 可 以 被 OFC 区 DA 阻 断 剂 治疗 
(You et al, 2001), GABA 在 边缘 系统 与 DA 相互 作用 ， 
调节 下 丘脑 垂体 系统 等 区 域 (Racagni & Apud, 1982; 
Schiffer et al, 2001)。 有 关 GABA 受 体 与 情绪 行为 的 
研究 ， 以 往 较 多 的 关注 GABA-A WZI, 并 且 已 成 
为 多 种 临床 精神 疾病 药物 的 作用 更 标 ; 但 GABA-B 
受 体 虽然 认为 与 多 种 精神 疾病 相关 ， 而 相关 报道 相 
对 就 较 少 。GABA-B 型 受 体 是 G 蛋白 偶 联 受 体 , 通 
过 G 和 蛋白 次 级 信息 系统 调节 Ca” MK 通道 , ER 
触 前 膜 和 后 膜 上 的 功能 不 同 (Le Corronc et al, 2002), 
它 还 可 通过 降低 细胞 内 CAMP 的 水 平 ， 影 响 突 触 圳 
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泡 的 募集 ， 从 而 导致 多 种 神经 或 精神 疾病 , 这 已 经 
得 到 学 界 公 认 。 

以 上 研究 结果 提示 , OFC 区 GABA 也 可 能 直 
接 或 通过 DA 间接 影响 奖赏 等 情绪 动机 行为 ， 而 抑 
郁 症 的 重要 表现 就 是 动机 的 缺失 。 但 是 ，OFC 区 
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HERD, GABA 通过 B 型 受 体 增加 神经 元 树 突 密度 。 
以 往 的 研究 证 明 , Kalirin 是 一 种 Dbl AEM Sj Er pe 
交换 因子 , 它 从 细胞 骨架 结构 组 织 到 轴 突 导向 以 及 
基因 表达 影响 多 种 细胞 的 结构 与 功能 ， 而 Kalirin-7 
尤其 在 细胞 骨架 组 织 上 具有 重要 作用 ,存在 于 多 数 































































































GABA KH B 受 体 在 应 激 中 的 具体 作用 尚 不 清楚 。 


























抑郁 的 发 生 中 , OFC 区 GABA-B 受 体 可 能 通过 对 其 
它 神 经 递 质 或 者 受 体 的 作用 影响 到 神经 传递 ， 最 终 
导致 神经 结构 性 损伤 (Racagni & Apud, 1982; Wang 
et al, 1990; Chen et al, 2005)。 为 了 证 明 应 激 性 抑郁 
发 生 中 GABA 及 其 B 型 受 体 与 神经 元 退行 性 变化 ， 
尤其 是 神经 元 树 突 棘 的 变化 的 关系 ,本 研究 以 急性 
强迫 游泳 作为 应 激 源 ,， 它 是 一 种 广泛 使 用 的 评价 抗 
抑郁 药 疗效 的 模型 ， 对 很 多 抗 抑郁 药物 敏感 。 强 迫 
游泳 之 后 ,进行 开场 实验 和 强迫 游泳 测试 以 检测 其 
感 缺失 和 行为 绝望 程度 ， 并 检测 OFC 锥 体 细胞 
HRA. SRS do, 大 鼠 强 迫 游泳 应 激 之 
后 ,开场 实验 中 站 立 和 修饰 次 数 减 少 ,游泳 不 动 时 
间 增 加 ， 动 物 表现 出 明显 的 抑郁 样 的 行为 , 且 OFC 
锥 体 细 胞 树 突 区 密度 也 明显 减少 。 这 与 以 往 一 些 案 
例 研究 发 现 , 抑郁 患者 OFC 变 小 并 且 伴 随 着 OFC 
神经 细胞 凋 亡 的 现象 是 一 致 的 。 而 OFC 微量 注射 
GABA 可 以 反 转 应 激 引起 的 行为 学 和 神经 形态 学 
变化 。GABA 抗 应 激 性 抑郁 样 的 行为 及 其 OFC HE 
体 细胞 树 突 求 减少 的 作用 可 以 被 GABA-B 受 体 阻 
断 剂 所 阻 断 , 表明 OFC 区 GABA 抗 抑郁 作用 通过 B 
型 受 体 实现 的 , 同时 也 说 明 强 迫 游 泳 应 激 引起 抑郁 
与 OFC 神经 元 退行 性 变化 有 关 , 而 GABA 抗 抑 邦 
ee ln 有 关 。 
3.3 GABA 通 SE Uk BS Mol AR SS oh o [ERIS ST 

7j 5 Kalirin-7 Pr X 

研究 结果 显示 ,强迫 游泳 应 激 导 致 神经 元 树 突 
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Effects of urethane on the response properties of visual 
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Abstract: Previous studies have shown that visual cortical neurons in old mammals exhibit higher spontaneous 
activity, higher responsiveness to visual stimuli, and lower selectivity for stimulus orientations and motion directions than 
did neurons in young adult counterparts. However, whether the responsive difference in cortical neurons between young 
and old animals resulted from different effects induced by anesthetics has remained unclear. To clarify this issue, we 
recorded the response properties of individual neurons in the primary visual cortex of old and young adult cats while 
systematically varying the anesthesia level of urethane, a widely used anesthetic in physiology experiments. Our results 
showed that cumulatively administrating 50 mg and 100 mg of urethane upon the minimal level of urethane required to 
anesthetize an old or young adult cat did not significantly alter the degree of neuronal response selectivity for stimulus 
orientations and motion directions nor significantly change the visually-driven response and spontaneous activity of 
neurons in old and young adult cats. Cumulatively administrating 150 mg of urethane decreased neuronal responsiveness 
similarly in both age groups. Therefore, urethane appears to exert similar effects on neuronal response properties of old 


and young adult animals. 


Key words: Urethane; Anesthesia effects; Neuronal response properties; Primary visual cortex; Young adult cats; Old cats 


乌拉 坦 对 青 、 老 年 猫 视 皮层 神经 元 反应 特性 的 影响 


Baw, 周 俊 , 施 夏 明 , 化 国 鹏 , Hey 
(安徽 师范 大 学 生命 科学 学 院 ， 安徽 芜湖 241000) 


摘要 : 以 前 的 电 生 理 研究 结果 显示 , 老年 哺乳 动物 视 皮 层 细 胞 的 自发 反应 及 对 视觉 刺激 的 诱发 反应 比 青年 动 
物 的 显著 增加 ， 而 对 光栅 刺激 的 方位 和 运动 方向 选择 性 却 显著 下 降 。 然 而 , 这 种 视 皮 层 细胞 功能 的 老年 性 改变 是 否 
天 青 、 老 年 猫 细 胞 对 不 同 麻醉 水 平 的 敏感 性 差异 引起 尚 不 清楚 。 为 探讨 该 问题 , 以 常用 的 麻醉 药 一 一 乌拉 坦 
(Urethane) 为 实验 对 象 , 通过 改变 其 麻醉 剂量 分 别 记 录 青 、 老 年 猫 初级 视 皮层 细胞 对 不 同方 位 和 运动 方向 光栅 刺 
激 的 调谐 反应 。 研 究 结果 显示 , 在 基础 斥 醇 量 的 基础 上 , 累积 增加 SO mg 和 100 mg 乌拉 坦 对 青 、 老 年 猫 视 皮 层 旨 
胞 的 自发 反应 和 诱发 反应 以 及 对 光栅 刺激 方位 和 运动 方向 的 选择 性 不 产生 显著 影响 , 累积 增加 150 mg 乌拉 坦 会 导 
致 青 、 老 年 猫 视 皮层 细胞 对 视觉 刺激 的 反应 性 下 降 , 但 下 降 的 幅度 相似 。 以 上 研究 结果 表明 , 不 同 剂 量 的 乌拉 坦 对 
青 、 老 年 动物 视 皮 层 细 胞 的 反应 性 具有 相似 的 影响 。 


关键 词 : Bs EH; 麻醉 影响 ; 初级 视 皮 层 ; 神经 元 反应 特性 ; 青年 猫 ; 老年 猫 
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Anesthetic effects of various drug agents have been anesthetic dosage needed for induction and maintenance 
reported frequently, but few authors have focused on of anesthesia varies with patient age. In general, young 
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old subjects. 


Clinical observations indicate that the al, 1986; Scheepstra et al, 1989; Larsson & Wahlstrom, 
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1998; Segal et al, 2002), while amobarbital, propofol, 
thiopentone, isoflurane, and nitrous oxide exert a larger 
anesthesia effect on older subjects than younger subjects, 
such as more severely impaired short and long term 
memory as well as reduced vigilance and competence in 
motion detection (Nadstawek et al, 1989; Culley et al, 
2003). After being anesthetized, old subjects took longer 
time to wake up or return to baseline EEG status 
(Scheepstra et al, 1989; Segal et al, 2002). Some authors 
suggest that maintaining anesthesia might alter the 
sensitivity of the central nervous system of old 
individuals to anesthetics. For example, old animals 
might develop an acute tolerance after repeated exposure 
to propofol whereas young animals do not. Therefore, 
old brains might be less sensitive to anesthesia than 
young ones (Larsson & Wahlstrom, 1996, 1998). 

Although some observations on different behavior 
response of young adult and aged individuals to 
anesthetics have been conducted, no study has 
systematically examined the effects of different anesthesia 
level on the single-cell response in old and young adult 
brains. A recent study observed the anesthetic effects of 
isoflurane and halothane on the response properties of 
single neurons in the visual cortex of normal young adult 
animals (Villeneuve & Casanova, 2003). This study 
reported that increasing the concentration of anesthetics 
could decrease the animal’s heart rate, expired CO, and 
neuronal responsiveness, but did not significantly change 
neuronal selectivity for stimulus orientations, motion 
directions and signal-to-noise ratio. Urethane is a 
anesthetic widely used in cat visual electrophysiology 
experiments (Shou et al, 1996; He et al, 2005; Hua et al, 
2006, 2009). Impacts of different urethane dosage on the 
neuronal response properties in young and old subjects 
has not been documented anywhere, yet is a concern in 
the interpretation of data from experiments using young 
and old anesthetized animals. To clarify this concern, we 
compared effects of different anesthesia levels of 
urethane on the responsiveness of single V1 neurons 
between old and young adult cats. 


1 Materials and Methods 


1.1 Subjects 

Subjects included six young adult cats (2 — 3 years 
old) and four old cats (12 — 14 years old). The body 
weight of all cats ranged from 2 to 3 kg. All cats were 
examined ophthalmoscopically to confirm they had no 
optical or retinal problems that would impair their visual 
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functions. All experiments were conducted strictly in 
accordance with the National Institutes of Health Guide 
for the Care and Use of Laboratory Animals. 
1.2 Preparation for extracellular recording 

The preparation for extracellular single-unit 
recording was carried out as previously described (Hua 
et al, 2006, 2010). Briefly, cats were pre-anesthetized 
with ketamine HCl (40 mg/kg, im) and xylazine (2 
mg/kg, im). Local anesthesia was by way of Lidocaine 
(196) application to all incisions for surgical entry to the 
skull of cats. After intubation of intravenous and tracheal 
cannulae, cats were placed in a stereotaxic apparatus. 
Pupils were maximally dilated with atropine (196), and 
appropriate contact lenses were used to protect the 
corneas. A mixture of urethane [20 mg/(kgh)]| and 
gallamine triethiodide [10 mg/(h-kg body weight) ]was 
infused intravenously to maintain anesthesia and eye 
muscle paralysis. Animals were artificially respired, and 
expired CO; was maintained at approximately 496. To 
assess the level of anesthesia, ECG (electrocardiograph) 
and heart rate (180 — 220 beats/s) were monitored 
throughout the experiment. A small hole was drilled in 
the skull at a position 4 — 8 mm posterior to the ear bars 
and 0 — 4 mm lateral to the midline. A glass-coated 
tungsten microelectrode (impedance 3 — 5 MQ) was 
positioned over area 17 according to  stereotaxic 
coordinates of the cat brain and advanced using a 
hydraulic micromanipulator. After the preparation was 
completed, the optic discs of the two eyes were reflected 
on a tangent screen positioned 114 cm from the retina, 
and the central areas for both eyes were located. 
1.3 Visual stimulation 

Visual stimuli were drifting sinusoidal gratings, 
written in MATLAB and shown on a CRT monitor 
(1024x768, 85 Hz) 57 cm from the animal's eyes. Once 
a single unit was isolated, the cell's receptive field center 
was carefully located by consecutively presenting 
computer-generated light spots on the CRT. We selected 
optimal stimulus size and temporal and spatial frequency 
of gratings for each cell by presenting a series of 
stimulus packages. Each stimulus was presented 
monocularly to the dominant eye. A neuron's tuning 
response to stimulus orientations and motion directions 
was obtained by presenting a stimulus package of 
gratings moving in 24 different motion directions 
(0 — 360? scale with an increment of 15?). The 
orientation of each drifting stimulus was orthogonal to its 
direction of motion. Before each stimulus presentation, 
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l-second spontaneous activities were acquired, while 


mean luminance was shown on the CRT. Each stimulus 


repeated 4 — 6 times with a 5-minute interval between 


trials for functional recovery of the recorded neuron. The 


presentation duration of each stimulus was less than 5 


seconds based on the neuron’s optimal temporal 


frequency. The stimulus mean luminance and contrast 


were fixed at 19 cd/m’ and 80%, respectively, and the 


environment luminance on the cornea was 0.1 lux. 


1.4 Experimental procedure 


After a single unit was isolated, the orientation 


tuning curve of the neuron was recorded repeatedly 


(4 — 6 times). We then cumulatively increased the 


anesthetic level of urethane (from 50 mg, 100 mg to 150 


mg) by intravenous injection in one dose (each dose 


contained 50 mg urethane in 3 mL 0.9% physiological 


saline), while observing the effects of the increased 


anesthetic level on the same neuron’s response properties. 


Extracellular recordings and heart rate sampling was 


started 5 minutes after each modification of anesthetic 


level and repeated 3 — 4 times with a 5-minute interval. 


The testing of each anesthetic level lasted within 30 
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minutes. After testing all anesthetic levels on each 
neuron, a solution containing 0.9% physiological saline 
and 5% glucose or minimal level of urethane (20 
mg/hrkg body weight) and gallamine triethiodide (10 
mg/hrkg body weight) was infused intravenously while 
the animal’s heart rate and ECG were continuously 
monitored to assess anesthesia level and functional 
recovery. After heart rate and ECG returned to the 
normal range (usually lasting about 6 — 8 h), we repeated 
the examining procedure on the next neuron. 

1.5 Data collection and analysis 

The neuron response signal was amplified with a 
microelectrode amplifier (NIHON KOHDEN, Japan) and 
differential amplifier (FHC, USA), and action potentials 
were fed into a window discriminator with audio monitor. 
The original voltage traces (Fig. 1A,C) were digitized 
using an acquisition board (National Instruments, USA) 
controlled by IGOR software (WaveMetrics, USA). 

The responses of each neuron to different stimuli 
were analyzed in real time or stored in the computer for 
later analysis. The response of a cell to different stimulus 
orientation and direction were defined as the mean 
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1 The voltage trace (panel A&C) of a sample cell’s response to a grating stimulus, with optimal orientation and 


motion direction (A: 330°; C: 240°) and orientation tuning curve (panel B & D) to stimuli with different orientations 
and motion directions in old (A & B) and young adult (C & D) cats 


1, 2, 3 and 4 represent neuronal response at the minimal anesthesia level and the cumulative dosage of 50 mg, 100 mg, and 150 mg, respectively. The change in 


neuronal orientation bias (OB), motion direction bias (DB), spontaneous activity (BR), and maximal response (OR) are shown on the orientation tuning curves 


in panel B and D. 
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response (spontaneous activity subtracted) corresponding 
to the time of stimulus modulation, which was used to 
draw the orientation tuning curve (Fig. 1B,D). The 
orientation and motion direction selectivity of each cell 
were calculated (Schmolesky et al, 2000; Hua et al, 
2006). Briefly, the responses of each cell to the different 
stimulus orientations or directions were stored as a series 
of vectors. The vectors were added and divided by the 
sum of the absolute values of the vectors. The angle of 
the resultant vector gave the preferred orientation or 
direction of the cell. The length of the resultant vector, 
termed the orientation or direction bias (OB or DB), 
provided a quantitative measure of the orientation or 
direction sensitivity of the cell. A cell’s maximal response 
was defined as the response (subtracted spontaneous 
activity) to optimal orientation and motion direction. 





All values were expressed as mean + standard 
deviation. Variations between different anesthetic levels 
and different age groups were evaluated using analysis of 
variance (ANOVA), paired t-test, and Chi-square test. 


2 Results 


A total of 18 neurons from the six young adult cats 
and 14 neurons from the four old cats were examined 
(with an additional 13 neurons excluded from data 
analysis because of escaping during recording). The 
proportion of simple cells to complex cells was 
comparable in the two cat groups, with seven simple 
versus eleven complex in young adult cats and five 
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simple versus nine complex in old cats (7? ay70.034, 
P=0.854). Therefore, data from the two types of cells 
were combined for statistical analysis. 
2.1 Heart rate change 

Tab. 1 shows the average heart rate changes after 
each anesthetic level modification and heart rate 
recovery at different times from dosage change. On the 
whole, the heart rate remained within a normal range of 
180 — 210 pulses/s at different dosage of urethane in both 
old and young adult cats. The heart rate change was also 
similar for the two age groups. However, unlike previous 
reports (Villeneuve & Casanova, 2003), the heart rate 
observed in this study actually increased with anesthetic 
level of urethane, especially at high anesthetic levels 
(paired t-test: P«0.05). This heart rate increase lasted at 
least 5 hours before recovery to the initial heart rate level. 
2.2 Neuronal response properties 

Tab. 2 shows average neuronal response changes 
after each anesthesia level modification. Statistical 
analysis indicated that cumulatively administrating 50 
mg or 100 mg urethane did not significantly change the 
degree of neuronal selectivity for stimulus orientations, 
directions, visually evoked response, or baseline response 
(Fig. 2A — D) in either old or young adult cats (paired t- 
test, P>0.05). However, the neuron's visually-driven 
response at 150 mg of urethane significantly decreased 
(averagely decreased by 27.3% for the young cats and 
25.8% for the old cats) when compared with that at 
minimal anesthetic level (Fig. 2C) (paired t-test, P«0.05). 


Tab. 1 Heart rate change 5 minutes after each anesthesia level modification and heart rate recovery 

















M Dosage of urethane (mg) Recovery time (min) 
50 100 150 60 120 300 420 
Heart rate 
YC (N=18) 184+3.6 186+3.1 188+3.6 201+4.2 1973.8 1953.5  19143.4 1853.7 
OC (N=14) 18342.9 187+3.3 19344.0 203-4. 20043.8 193+3.3 18843.0 185+3.1 























M represents the minimal level of urethane (20mg/hr-kg body weight). YC and OC represent young cats and old 


cats, respectively. N represents the number of neurons recorded. Each heart rate (pulse/s) sample lasted for 2 





minutes. All values are expressed as mean + standard deviation. 


Tab. 2 Changes in neuronal response properties at different anesthetic levels of urethane 















































Dosage Young cats (N=18) Old cats (N=14) 
OB DB OR BR OB DB OR BR 
M 0.5440.04 0.3740.04 4443.6 2.2+0.3 ”0.27+0.04 0.16+0.03 6245.8 9.6£1.5 
M+50 mg  0.52+0.04 0.36+0.03 4243.4 2.040.2 0.2940.04 0.18+0.03 60-52 9.3+1.6 
M+100 mg 0.53+0.03 0.38+0.04 433.7 2.2+0.3 0.27+0.03 0.16+0.02 6145.9 = 10.4+1.7 
M+150 mg 0.52+0.03 0.37+0.04 32+3.0 2.1+0.3 0.28+0.04 0.17+0.03 46+4.8 9.5+1.4 


M represents the minimal level of urethane [20 mg/(h-kg body weight)]. N represents the number of neurons 
recorded. OB, DB, OR and BR represent the mean normalized orientation bias, direction bias, optimal response, 


and baseline response of all neurons recorded, respectively. All values are expressed as mean + standard error of 


the mean. 
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Fig. 2 Changes in neuronal response properties at different dosages of anesthesia for old cats 


(black square) and young adult cats (white square) 


M represents the minimal level of urethane (20 mg/hr kg body weight). The mean orientation bias (A), direction bias (B), maximal response (C), 


and spontaneous activity (D) of all neurons after administration of 50 mg and 100 mg urethane showed no significant difference when compared 


with that at minimal level of anesthesia (P>0.05). The mean maximal response (C) after administration of 150 mg urethane was significantly 


reduced compared with that at minimal level of anesthesia (P«0.05). 


Even under the highest level of anesthesia, the neuron's 
spontaneous activity and selectivity for stimulus orientations 
and motion directions did not show significant change 
compared with minimal anesthesia level (paired t-test, 
P>0.05). Therefore, the effects of urethane on single 
neuron's response at different anesthesia levels were 
similar in both age groups of cats. As shown by the 
ANOVA analysis, the neuronal selectivity for stimulus 
orientations and motion directions at each anesthesia 
level in old cats significantly decreased compared with 
that in young cats (OB: F(1,159-92.637, P<0.0001; DB: 
F(,29j765.576, | P«0.0001), 
spontaneous activity (BR) and visually-evoked response 


whereas the neuronal 
(OR) at each anesthesia level in old cats were significantly 
higher than in young adult cats (OR: 7(159-29.414, 
P«0.0001; BR: Fa,120=111.813, P«0.0001). 


3 Discussion 


To study the effects of various anesthetics on 
human and nonhuman subjects is of great importance in 
clinical practice and neuroscience research. Many studies 
have shown that anesthetics not only affect cardio- 
vascular reactions but also brain and neuronal activities 
(Uhl et al, 1980; Sebel et al, 1986; Tigwell & Sauter, 
1992). Some anesthetics, particularly volatiles, may 
affect or even modulate the activity of GABA receptors, 
which are, in turn, involved in the shaping of neuron's 
receptive field properties (Nakahiro et al, 1989), and thus 


may modify neuron selectivity for stimulus orientations 
and motion directions. 

Urethane is a widely used anesthetic in animal 
electrophysiology research. It remains unclear, however, 
whether different concentrations or dosages of urethane 
affect cardio-vascular and neuronal activities. The 
present study showed that the heart rate of both old and 
young adult cats increased with anesthesia level of 
urethane, especially at higher anesthetic levels. This 
observation differed from previous reports that 
improving the concentration of isoflurane and halothane 
can suppress heart rate (Villeneuve & Casanova, 2003). 
This difference may be caused by different anesthetics. It 
is possible that urethane may exert an excitatory 
influence on the heart though most anesthetics, such as 
isoflurane and halothane, display a suppressive effect. 
Further studies are needed to clarify this possibility. Our 
results also showed that urethane exerted no significant 
effects on neuronal selectivity for stimulus orientations 
and motion directions, which was in agreement with 
reports on other anesthetics (Villeneuve & Casanova, 
2003). Although the visually-evoked response of neurons 
decreased significantly at high anesthetic level of 
urethane, neuronal selectivity for stimulus orientations 
and motion directions was not significantly affected (Fig. 
2A — C) This result indicated that urethane might 
equally affect neuronal response to all stimulus 
orientations and motion directions and might not be 
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involved in the regulation of intracortical inhibition， 
especially GABAergic inhibition. Unlike other anesthetics 
(Villeneuve & Casanova, 2003), urethane shows a mild 
effect on neuronal response properties. Even at a high 
dosage (150 mg), urethane exerted a comparable effect 
on the responsiveness of neurons in old and young adult 
animals. Therefore, we concluded that the effects of 
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摘要 : 对 中 国 岭 鳅 属 圆 尾 群 现 有 3 个 种 及 采 自 广西 环 江 毛 南 县 关 安村 的 岭 鳅 标本 进行 外 部 形态 比较 ,结果 表 
明 , 采 自 关 安 的 岭 鳅 标本 与 无 眼 岭 鳅 在 形态 上 有 明显 的 差异 , 它 与 多 斑 岭 鳅 和 平头 岭 鳅 也 存在 一 定 的 差异 ,但 缺 
少 过 硬 的 划分 指标 。 鉴 于 此 ,该 文 运用 多 变量 形态 度量 学 分 析 了 关 安 的 岭 钱 标 本 与 多 甫 岭 忽 和 平头 岭 鳅 的 形态 关 
F, 共 测 量 了 63 尾 标本 的 26 个 框架 结构 特征 和 20 个 常规 特征 。 主 成 分 分 析 结 果 显 示 , 它们 分 别 在 散 点 图 上 
明显 不 相 重 县 的 区 域 。 此 结果 提示 , 采 自 关 安 的 岭 鳅 标本 很 有 可 能 是 一 个 隐 含 的 岭 鳅 新 种 , 但 为 了 最 终 确定 其 分 


类 地 位 , 仍 需 解剖 学 和 分 子 生物 学 方面 的 证 据 支持 。 















































ae pan 






























































I T E 


> Si 

























































































关键 词 : WGK; 形态 差异 ; 形态 度量 学 
中 图 分 类 号 : Q959.468.09; Q959.468.04 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0343-05 


Morphologic differentiation analysis for rounded caudal fin 
group of Oreonectes (Balitoridae) from China 


YANG Qin!, ZHOU Wei’, YANG Li-Ping!, LAN Jia-Hu? 


(1. Faculty of Conservation Biology in Southwest Forestry University, Key Laboratory of Forest Disaster Warning and Control in Yunnan Province, 
Kunming 650224, China; 2. Fisheries Bureau of Du'an, Guangxi 530700, China) 


Abstract: Morphological characteristics were compared between three recorded species of rounded caudal fin 
Oreonectes and specimens collected from Guan'an of Guangxi. The results showed the Oreonectes sp. from Guan’ an was 
distinguished from O. anphthalmus. Although some morphologic differentiations existed among Oreonectes sp., O. 
polystigmus, and O. platycephalus, their differentiations were not enough to distinguish between them. Consequently, we 
used multivariate morphometrics to determine their morphologic differentiation. Twenty-six frame characteristics and 20 
general characteristics of 63 specimens were measured. The results of the Principal Component Analysis showed that 
Oreonectes sp. and O. polystigmus, and Oreonectes sp. and O. platycephalus occupied obviously different areas in the 
scatter plot. It is suggested that the specimens collected from Guan’an may be a cryptic new species of Oreonectes. 
However, its taxonomic status should be decided by evidence from anatomical and molecular biological studies. 


Key words: Oreonectes; morphologic differentiations; methods of multivariate morphometrics 
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^f E, (Oreonectes) FRERE H (Cypriniformes) ” 岭 鳅 属 (Oreomectey)。 约 一 个 世纪 的 时 间 ， 该 属 仅 
ei; (Balitoridae) 条 鳅 亚 科 (Nemacheilinae). 该 此 1 种 , 直到 1981 年 , 才 又 记录 了 无 眼 岭 鳅 〈O. 
属 鱼 类 是 中 国 西南 部 和 越南 北部 特有 的 条 鳅 亚 科 anophthalmus) (Zheng, 1981)， 随 后 又 有 5 新 种 相继 
鱼 类 ,主要 分 布 在 广西 、 广 东 的 珠江 水 系 和 香港 ， ”被 描述 (Zhu & Cao, 1987; Lan et al, 1995; Du et al, 
国外 仅见 于 越南 北部 的 红河 水 系 (Sawada，1982; 2008; Huang et al, 2009), 目前 该 属 共 记 录 有 效 种 7 
Zhu, 1989; Kottelat, 2001). Günther (1868) 以 种 。 岭 鳅 属 建立 时 定义 的 属 级 特征 为 : 身体 略 延 长 ; 


Oreonectes platycephalus Günther 为 模式 种 建立 了 无 眼下 刺 ; 具有 3 对 须 ; 背鳍 稍微 位 于 身体 的 后 
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部 ,背鳍 起 点 位 于 腹鳍 起 点 之 后 ; 鳃 前 室 包 囊 在 骨 
SEP; 尾鳍 圆 形 (Günther, 1868). 

在 检视 广西 西部 红 水 河流 域 的 鱼 类 标本 时 ， 发 
现 采 自 环 江 毛 南 县 关 安 村 的 条 鳅 标本 特征 符合 岭 
鳅 属 鱼 类 的 典型 特征 。 这 批 标本 尾鳍 为 圆 形 , 与 岭 
fk Jes SORE, FLFR SBIR KO. furcocaudalis、 大 鲜 
Wik O，macrolepis、 小 眼 岭 鳅 O. microphthalmus 
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polystigmus 等 的 外 部 形态 虽 有 一 定 差别 , 但 也 有 
些 相似 。 这 就 促使 我 们 对 岭 鳅 属 圆 尾 群 的 形态 差异 
做 一 个 比较 分 析 ， 以 期 确定 关 安 的 这 批 标本 的 分 类 










































































地 位 。 
1 材料 与 方法 
研究 标本 共 4 种 67 Fé, 均 采 自 珠 江水 系 ,以 福 























和 后 鳍 岭 鳅 O. retrodorsalis 等 都 能 明显 区 分 ， 而 与 
圆 尾 的 其 他 种 类 , 包括 平头 岭 鳅 O. platycephalus, 
Jc HR do f O. anphthalmus 和 多 斑 岭 鳅 o. 


















































尔 马 林 溶液 浸泡 , 分别 由 西南 林业 大 学 动物 学 标本 
Z (SWFC) 和 广西 都 安县 畜牧 水 产 局 赣 家 湖 高 级 

















工程 师 收藏 K 1)。 





表 1 研究 用 标本 信息 


Tab.1 Information on the examined specimens 


















































采集 点 K 采集 点 K 
种 名 采集 点 wK Standard length 标本 量 种 名 采集 点 wK tandari length 标本 量 
Species Sampling (于 均值 + 标准 差 ) Numbers Species Sampling (均值 4 标准 差 ) Numbers 
ocalities (Mean + SD) (mm) localities (Mean + SD) (mm) 
平头 岭 鳅 O. platycephalus 广西 马 山 、 都 安 46.4 一 78.6 (60.7+9.7) 20 ZIRH O. polystigmus 广西 富川 、 桂 林 37 一 68.8 (51.8+10.2) 26 
无 眼 岭 鳅 O. anophthalmus J PERNS 33.7 一 50.7 (39.7+6.6) 4 ” 关 安 待定 种 O. sp. “HIRE  53.8~77.3 (65.447.2) 17 
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依据 岭 鳅 属 鱼 类 分 类 鉴别 特征 (Günther, 1868) 
进行 常规 外 部 形态 比较 ， 头 部 侧线 感觉 系统 (图 1) 
的 称谓 与 侧线 孔 计数 参照 Kottelat (1990)。 因 多 斑 岭 
鳅 `、 平 头 岭 鳅 和 关 安 待定 种 外 部 形态 特征 不 易 区 分 ， 
故 进一步 做 多 变量 形态 度量 学 分 析 (Bookstein et al, 
1985)。 确 定形 态度 量 所 需 的 解剖 学 坐标 点 (图 2) 
后 ， 以 鱼 体 左 侧 为 基准 ,， 共 测量 了 63 尾 标本 的 26 
个 框架 结构 特征 (frame character) 和 20 个 常规 特 
征 (general character)。 所 有 特征 均 采 用 电子 数 显 卡 
R (electronic digital caliper) 测量 坐标 点 与 点 之 间 
的 直线 距离 ， 数 值 精确 度 为 0.1 mm (Xie et al, 2003; 
Li et al, 2008)。 






































































































































图 1 平头 岭 鳅 头 部 侧线 感觉 系统 
Fig. 1 Cephalic lateral-line system of Oreonectes platycephalus 
Ai+A2: 眶 下 管 孔 (infra-orbital canal); B: 眶 上 管 孔 (supra-orbital canal); C: 


WWW ET dL (supra-temporal canal); D: 显 骨 - 鳃 善 管 孔 (preoperculo-mandibular). 

















全 部 形态 特征 的 测量 值 经 过 对 数 (log) 转换 
后 参与 进一步 分 析 ， 以 消除 异 速生 长 及 体型 差异 对 
分 析 结果 的 影响 (Xie et al, 2003; Li et al, 2008)。 主 
成 分 分 析 (principal component analysis, PCA) 在 
SPSS 13.0 for Windows 上 完成 , 使 用 因子 分 析 







































































(factor analysis) 中 的 默认 设置 对 数据 标准 化 ,选择 
协 方差 距 阵 (covariance matrix) 和 Varimax EZ 
旋转 法 协助 因子 分 析 。 随 后 将 各 个 主 成 分 的 得 分 值 
(Scores) 制 成 散 点 图 。 









































图 2 ” 岭 鳅 属 框架 特征 图 
Fig.2 Frame characteristics for the species of Oreonectes 
A: 吻 端 (snout tip); B: 枕骨 后 末端 (posterior point of occipital); C: 胸 
鳍 起 点 (pectoral-fin origin); D: 背鳍 起 点 (dorsal-fin origin); E: 腹鳍 起 
点 (pelvic-fin origin); F: 背鳍 基部 末端 (posterior end of dorsal-fin base); 
G: 肛门 (anus); H: 辟 鳍 起 点 (anal-fin origin); I: $ fg EK 
尾鳍 基 背 缘起 点 (dorsal origin of 

尾鳍 腹 缘 起 点 (ventral origin of caudal-fin base). 














(posterior end of anal-fin base): J: 
caudal-fin base); K: 
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2.1 形态 差异 比较 


经 外 部 形态 比较 , 关 安 待定 种 与 无 眼 岭 鳅 有 较 
大 差异 ,而 与 多 斑 岭 鳅 和 平头 岭 鳅 间 无 过 硬 的 区 分 
指标 ( 表 2)。 
2.0 主 成 分 分 析 

鉴于 关 安 待定 种 与 多 斑 岭 鳅 和 平头 岭 鳅 间 的 
形态 特征 缺少 过 硬 的 分 类 指标 ， 遂 对 它们 做 多 变量 
形态 度量 学 分 析 。 分 析 结 果 表 明 , 关 安 待定 种 与 多 
斑 岭 鳅 和 平头 岭 鳅 的 前 3 个 主 成 分 的 累积 贡献 率 分 
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表 2 上 怜 鳅 属 圆 尾 群 形态 比较 


Tab.2 Morphological comparisons for rounded caudal fin Oreonectes 










































































































































































FME 无 眼 岭 鳅 平头 岭 鳅 Be SEU gt 关 安 待定 种 
Characters O. anophthalmus O. platycephalus O. polystigmus O. sp. 
吻 部 形状 Shape of snout Fa lf Pj pt EU EU 
位 Position of mouth 下 位 下 位 / 亚 下 位 下 位 下 位 
民 Eyes 无 小 正常 正常 
li Z£ fL Lateral-line pores X 8—15 7 一 9 1D 
鳞 Scales 裸露 无 鳞 被 细 鳞 被 细 鲜 Mea es 
EWE FRIKA Dorsal crest & ventral crest 发 达 不 发 达 不 发 达 不 发 达 
尾鳍 形状 Shape of caudal fin BUE BÉ AYA bia 
背 鱼 分 枝 鱼 条 Dorsal fin branched rays 7 7 7 7 
FEE 5) Si Anal fin branched rays 5 5 5 5 
铭 鱼 分 枝 鱼 条 Pectoral fin branched rays 10 9 一 10 10~11 10~11 
做 鳍 分 枝 鱼 条 Pelvic-fin branched rays 4 6~7 6~7 6~7 
尾 鱼 分 枝 鳍 条 Caudal fin branched rays 12 一 13 14 一 16 14~15 14~15 
" " A =f Hy C. 见 SB " : $ 
鲜 活 标本 体 色 Fresh color pattern 全 身 透 明 ， ZERRE, H ME pie 色 E n. : ZOMG, AWRA 
à : 内 脏 可 见 — G.S WE RMT} BE T emaa TEAD, AREN 
TH Lv 
pura dh c : +A2=3 一 4+10 一 12; +A2=4+9~ 10; +A2=4+11 一 12; 
头 部 侧线 系统 Cephalic lateral-line system 消失 $e pM abren. pic Rf ACH RE Ta, 





B-6—7;C-3—4;D-6—7 B-6—7;C-3—4;D-6—7 B=6~8; C=4:D=6~8 





别 达 92.795958 91.634% (K 3)。 关 安 待定 种 与 多 斑 — BUT 0.5) 等 特征 存在 一 定 的 形态 差异 ， 实 际 形 
岭 鳅 凭借 PC1 轴 的 分 值 散 点 相互 区 分 (图 3A),PC1 ” 态 上 表现 为 关 安 待定 种 比 多 斑 岭 钱眼 间距 较 大 , FÉ 
负 蓓 值 大 于 0.75 的 变量 有 8 个 ( 表 3)。 关 安 待 定 种 = BR, 腹 铺 位置 靠 后 且 腹 鳝 相对 张 开 ， 背鳍 位 置 
与 平头 岭 鳅 凭借 PCI 和 PC2 轴 的 分 值 散 点 相互 区  ” 靠 前 。 关 安 待定 种 与 平头 岭 鳅 的 主 成 分 分 析 结 果 差 
分 (图 3B), PC1 上 负 蓓 值 大 于 0.85 的 变量 有 6 个 ， 别 主要 存在 于 头 高 、 头 宽 、 眼 间距 、 口 裂 长 度 、 
PC2 上 负荷 值 大 于 0.85 的 变量 有 5 个 (K 3)。 鳍 位 置 和 辟 鱼 位置 (负荷 值 大 于 0.85) 等 特征 ， 形 
3 讨论 态 上 表现 为 关 安 待定 种 比 平头 岭 鳅 头 部 较 大 ， 腹 鱼 
位 置 靠 后 且 腹 鱼 相 对 张 开 ， 辟 鳍 位 置 靠 后 。 归 纳 起 
关 安 待定 种 与 无 眼 岭 鳅 在 形态 上 有 明显 的 差 OE, 关 安 待定 种 与 多 斑 岭 鳅 和 平头 岭 鳅 之 间 的 共 
异 ,凭借 以 下 特征 可 以 相互 区 分 : 眼 正常 (vs. 眼 退 ” 差异 为 : 头 部 较 大 , 尾 柄 较 短 , 腹鳍 位 置 靠 后 且 
化 消失 ); 体 侧 侧线 孔 7 一 9 (vs. 无 侧线 孔 ); 头 部 具 ” ” 鳝 相对 张 开 。 这 些 特征 提示 ， 关 安 待定 种 在 运动 外 
侧线 系统 (vs. 头 部 侧线 系统 退化 消失 ); 体 被 细 鳞 。 力 方 面 较 其 余 2 种 弱 ， 更 适 于 栖息 于 水 域 底层 。 上 出 
(vs. 裸露 无 鳞 ); 尾 柄 上 、 下 缘 的 软 铺 裙 不 发 达 (vs. ”外 , 结合 岭 鳅 属 鱼 类 的 分 布 来 看 , 它们 的 形态 特有 
具 发 达 的 软 鳍 裙 ); 腹 鱼 分 枝 铺 条 6~7 (vs. 4); 尾鳍 。” 分 化 可 能 与 喀斯特 地 区 的 地 貌 有 关 , 不 同 的 种 分 布 
分 枝 鱼 条 14—15 (vs. 12 一 13); 鲜 活 标本 体 色 为 福 。 在 不 同 的 地 理 位 置 ， 几乎 没有 重合 分 布 的 情况 出 现 
色 , 沿 体 侧 正中 具 一 黑色 纵 纹 , 各 鱼 无 斑 (vs. 全 ” 关 安 待定 种 的 分 布 与 现 有 上 岭 鳅 属 鱼 类 的 分 布 均 不 
HEH, 内 脏 可 见 ， 体 表 无 斑纹 )。 因 此 , 关 安 待定 ERSA. AWE, 它 可 能 为 一 隐 伟 的 岭 鳅 新 种 。 
种 明显 不 属于 这 个 种 。 但 是 车 将 以 上 形态 特征 作为 区 分 它们 的 鉴别 特征 
主 成 分 分 析 结 果 显示 ,， 关 安 待定 种 与 多 斑 岭 鳅 。 还 略 显 不 足 。 因 此 ,作者 认为 还 需要 从 比较 解剖 和 

在 眼 间距 、 尾 柄 长 度 、 腹 鳍 位 置 和 背鳍 位 置 (负荷 ” 分 子 生 物 学 方面 寻找 证 据 ， 以 确定 其 分 类 地 位 。 
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RI ， 关 安 待定 种 与 多 斑 岭 鳅 和 平头 岭 鳅 主 成 分 分 析 结果 


Tab.3 Results of principal component analysis of Oreonectes sp. with O. polystigmus and O. platycephalus 





















































关 安 待定 种 与 多 斑 岭 鳅 关 安 待定 种 与 平头 岭 鳅 

O. sp. and O. polystigmus O. sp. and O. platycephalus 

PCI PC2 PC3 PCI PC2 PC3 
IKK Standard length 0.745 0.558 0.341 0.740 0.664 0.005 
体高 Body depth 0.731 0.524 0.305 0.820 0.422 — —0.060 
头 长 Head length 0.598 0.700 0.349 0.789 0.560 0.140 
: 宽 Head width 0.709 0.616 0.304 0.859 0.471 0.075 
:高 Head depth 0.678 0.613 0.266 0.871 0.436 0.001 
吻 长 Snout length 0.737 0.563 0.256 0.806 0.519 0.122 
W4% Eye diameter 0.400 0.080 0.119 0.832 0.035 0.076 
民间 距 Interorbital width 0.796 0.476 0.313 0.916 0.312 0.005 
REAK Head length after eyes 0.218 0.856 0.365 0.484 0.744 0.151 
4458 Mouth width 0.661 0.686 0.141 0.841 0.479 0.075 
ZIK Mouth length 0.627 0.663 0.216 0.887 0.387 0.107 
尾 柄 长 Length of caudal peduncle 0.804 0.401 0.217 0.508 0.755 —0.066 
尾 柄 高 Depth of caudal peduncle 0.721 0.505 0.413 0.517 0.816 0.143 
尾鳍 长 Caudal-fin length 0.632 0.574 0.439 0.522 0.715 0.205 
向 鱼 长 Pectoral-fin length 0.693 0.569 0.332 0.498 0.741 0.144 
KHZ Pelvic -fin length 0.592 0.634 0.432 0.396 0.798 0.023 
TEE Anal-fin length 0.574 0.593 0.477 0.595 0.673 0.175 
背鳍 长 Dorsal-fin length 0.658 0.520 0.437 0.642 0.654 0.052 
REIER H-I 0.609 0.533 0.284 0.313 0.707 0.407 
背 铺 基 上 长 D-F 0.557 0.711 0.213 0.438 0.821 0.062 
吻 一 胸鳍 起 点 距 A-C 0.726 0.620 0.255 0.834 0.511 0.033 
吻 一 背鳍 起 点 距 A-D 0.732 0.572 0.353 0.758 0.634 0.040 
吻 一 腹鳍 起 点 距 A-E 0.762 0.572 0.284 0.872 0.473 -0.040 
吻 一 辟 鳍 起 点 距 A-H 0.737 0.571 0.353 0.801 0.587 -0.024 
吻 端 - 枕 后 头 长 A-B 0.633 0.674 0.310 0.786 0.560 0.070 
枕 后 -背鳍 起 点 距 B-D 0.670 0.516 0.461 0.716 0.668 0.046 
向 鳍 起 点 一 背鳍 起 点 距 C-D 0.653 0.605 0.396 0.670 0.673 0.076 
向 鱼 起 点 一 背鳍 基 末 端 距 C-F 0.684 0.595 0.392 0.694 0.657 0.052 
向 鳍 起 点 一 腹鳍 起 点 距 C-E 0.768 0.523 0.339 0.906 0.386 -0.023 
向 鳍 起 点 一 辟 鱼 起 点 距 C-H 0.730 0.543 0.400 0.801 0.577 -0.006 
向 鳍 起 点 一 肛门 距 C-G 0.741 0.554 0.364 0.837 0.514 -0.118 
铭 鱼 起 点 一 尾鳍 基 上 缘 距 C-J 0.714 0.558 0.412 0.694 0.706 -0.005 
向 鳍 起 点 一 尾鳍 基 下 缘 距 C-K 0.719 0.552 0.414 0.695 0.706 -0.002 
复 鳍 起 点 一 背鳍 起 点 距 E-D 0.628 0.623 0.397 0.514 0.788 0.028 
履 鱼 起 点 一 背鳍 基 林 端 距 E-F 0.556 0.640 0.480 0.301 0.917 0.051 
复 铺 起 点 一 辟 鳍 起 点 距 E-H 0.692 0.523 0.470 0.539 0.788 -0.067 


禾 鳍 起 点 一 肛门 距 E-G 0.701 0.570 0.381 0.733 0.539 -0.283 














禾 鳍 起 点 一 尾鳍 基 上 缘 距 E-J 0.694 0.561 0.424 0.447 0.860 -0.060 
复 鳍 起 点 一 尾鳍 基 下 缘 距 E-K 0.715 0.528 0.444 0.481 0.861 0.007 
辟 铺 起 点 一 背鳍 起 点 距 H-D 0.762 0.496 0.381 0.828 0.499 -0.039 
殿 鱼 起 点 一 背鳍 基 末 端 距 H-F 0.792 0.484 0.310 0.846 0.447 -0.082 


懂 鳍 起 点 一 肛门 距 H-G 0.248 0.235 0.888 -0.207 0.675 0.664 
殿 鱼 起 点 一 尾 各 














者 基 上 缘 距 H-J 0.722 0.540 0.387 0.427 0.870 0.039 
丑 鳍 起 点 一 尾鳍 基 下 缘 距 H-K 0.708 0.536 0.416 0.359 0.895 0.117 
背鳍 起 点 一 尾鳍 基 上 缘 距 D-J 0.753 0.518 0.374 0.685 0.682 -0.037 
背 鱼 起 点 一 尾 鱼 基 下 缘 距 D-K 0.765 0.512 0.366 0.704 0.673 -0.030 
贡献 率 Variance (96) 46.095 32.256 14444 47176 42353 2.166 
累积 贡献 率 Cumulative (96) 46.095 78.351 92.795 47.176 89.529 91.644 


特征 缩写 见 图 2 (Abbreviations for general and frame characters see Fig. 2). 
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图 3 关 安 待定 种 与 多 斑 岭 鳅 (A) 和 平头 岭 鳅 (B) 的 第 1. 2 主 成 分 分 析 分 值 散 点 图 
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Fig. 3 Scatter plots of scores on 1st and 2st principle components of Oreonectes sp. with O. polystigmus (A) and O. platycephalus (B) 
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中 国 科学 院 昆 明 动 物 研 究 所 实验 动物 中 心 简介 


昆明 动物 研究 所 灵 长 类 实验 动物 中 心 是 中 国 科学 院 1982 年 规划 布局 确定 的 科学 院 三 大 实验 动物 基地 
之 一 ,其 主要 任务 是 开展 灵 长 类 动物 的 驯养 繁殖 、 疾 病 防治 和 树 哆 ( 原 猴 亚 目 ) 等 野生 动物 的 实验 动物 化 ， 
借鉴 国际 化 管理 模式 ， 为 中 科 院 乃至 国内 外 提供 高 等 级 、 标 准 化 的 灵 长 类 实验 动物 并 成 为 其 实验 基地 。 中 
SILA BRR. PUR. FER. RR. BIRR. Se RAOUL 10 种 数 千 头 实验 灵 长 类 动物 种 群 ， 是 
我 国 拥有 灵 长 类 种 类 最 多 的 研究 单位 。 建 立 了 动物 微生物 (包括 病毒 ) 检 测 、 动 物 营养 、 临 床 检验 及 动物 病 
理 等 实验 室 ; 开展 了 猕猴 、 树 购 、 叶 猴 、 长 臂 狠 和 滇 金丝猴 等 的 营养 、 繁 殖 、 生 长 发 育 、 遗 传 背 景 监 测 、 
疾病 预防 、 疾 病 诊 断 和 治疗 的 研究 ; 建成 了 我 国 第 一 个 实验 灵 长 类 动物 计算 机 数据 管理 系统 ， 其 遗传 、 饲 
养 、 疾 病 和 检疫 等 符合 国际 管理 规范 。 

中 心 拥有 一 个 建筑 面积 为 三 千 多 平米 、 洁 净 等 级 达到 万 级 的 高 等 级 灵 长 类 动物 实验 室 ( 可 同时 提供 340 
头 灵 长 类 动物 进行 实验 和 人 饲养 四 千 头 灵 长 类 动物 的 设施 )，2008 年 10 月 通过 AAALAC (国际 实验 动物 评估 
和 认证 委员 会 ) 认证 ， 在 实验 动物 管理 上 达到 了 国际 标准 与 规范 ; 以 灵 长 类 实验 动物 中 心 为 基础 ， 已 建成 
“国家 昆明 高 等 级 生物 安全 灵 长 类 实验 中 心 "、“ 中 国 科学 院 树 网 饲养 繁殖 基地 ”和 正在 建设 “昆明 国家 生 
物产 业 基 地 实验 动物 中 心 ”"， 形 成 生产 研究 和 利用 为 一 体 的 创新 体系 。 

多 年 来 ， 中 科 院 昆明 动物 研究 所 以 灵 长 类 为 实验 动物 模型 综合 性 地 开展 相关 基础 研究 ， 且 培养 了 一 批 
高 水 平 的 、 长 期 从 事实 验 动物 学 、 免 疫 学 、 病 毒 学 、 生 殖 生 物 学 、 神 经 生物 学 、 分 子 生 物 学 、 遗 传 学 、 动 
物 毒 素 学 、 动 物 分 类 学 和 动物 生态 与 保护 等 研究 的 中 青年 人 才 队 伍 。 取 得 了 重大 成 绩 。 

一 一 上 个 世纪 中 期 ， 该 中 心 以 灵 长 类 动物 为 模型 ， 曾 在 辐射 生物 学 方面 参与 过 “两 弹 一 星 ” 的 研制 工 
作 ， 研 究 结果 分 别 获 得 1978 年 全 国 科技 大 会 奖 和 中 科 院 重大 科技 成 果 奖 。 

一 一 2008 年 季 维 智 研 究 组 培育 出 中 国 首 例 转基因 猕猴 , 该 项 成 果 标 志 着 昆明 动物 研究 所 在 非 人 灵 长 类 
转基因 动物 研究 方面 达到 了 世界 领先 水 平 ， 为 开展 人 类 重大 疾病 的 非 人 灵 长 类 动物 模型 的 深入 研究 商定 了 
坚实 的 基础 。 

一 一 2009 年 郑 永 唐 研 究 组 首次 发 现 云南 境内 北平 顶 猴 存在 一 个 新 型 融合 基因 npmTRIMCyp， 不 限制 
HIV-1 在 PBMC 内 的 复制 , 在 细胞 和 分 子 水 平 上 支持 了 北平 顶 猴 是 较 理想 的 艾滋 病 模型 动物 ， 为 建立 基于 北 
平 顶 猴 的 艾滋 病 灵 长 类 动物 模型 提供 了 科学 依据 。 

目前 ， 在 艾滋病 灵 长 类 动物 模型 、 帕 金森 灵 长 类 动物 模型 、 糖 尿 病 灵 长 类 动物 模型 、 老 年 病 采 灵 长 类 
动物 模型 、 抑 郁 症 树 哆 模型 等 研究 方面 都 有 重大 进展 。 为 将 来 对 人 类 一 些 重大 疾病 防 冶 取 得 突破 提供 了 可 
能 性 。 

昆明 动物 研究 所 灵 长 类 实验 动物 中 心 建立 以 来 ， 充 分 利用 云南 省 及 西南 地 区 的 灵 长 类 动物 资源 和 灵 长 
类 生物 学 研究 数 十 年 的 积累 和 优势 ， 专 业 化 、 标 准 化 、 规 模 化 人 工 繁 育 ， 为 人 类 疾病 灵 长 类 动物 模型 的 生 
物 医学 研究 ， 为 解决 人 类 疾病 与 健康 的 重大 难题 ， 为 中 科 院 、 国 家 生物 医学 创新 体系 提供 实验 平台 和 动物 
资源 ; 将 成 为 我 国 重大 疾病 、 传 染 性 疾病 的 实验 基地 ; 通过 体制 和 机 制 创新 ， 办 成 国内 一 流 、 国 际 有 较 大 
影响 力 的 灵 长 类 实验 动物 中 心 及 研究 实验 的 重要 基地 之 一 。 





























昆明 动物 研究 所 灵 长 类 实验 动物 中 心 联 系 方式 : 
地 址 : 云南 省 昆明 市 教 场 东 路 32 号 

邮政 编码 : 650223 

联系 电话 : (0871) 5195511 (0871) 8424851 
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摘要 : 在 对 分 布 于 中 国航 蝴蝶 鱼 科 鱼 类 进行 系统 分 类 时 , 通过 形态 特征 的 比较 分 析 , 发 现 了 蝴蝶 鱼 科 的 一 个 
中 国 新 记录 种 fa (Heniochus diphreutes Jordan). JwK- EAP RELH. acuminatus (Linnaeus)] 
的 主要 区 别 为 : F SHE XI; ios 2-3 排 对 5~7 HE; 头 部 腹 侧 较 圆 钝 对 较 平 直 ; 腹 鱼 较 尖锐 对 较 圆 钝 ; 腹 
鳍 后 部 黑色 横 带 向 前 延伸 至 最 长 铺 条 ， 对 未 向 前 延伸 至 最 长 鱼 条 ; WR ES AD) HR 6, 对 吻 长 较 长 且 大 于 有 眼 径 。 


关键 词 : SMEAR; 特征 比较 ; 新 纪录 种 ; 中 
中 图 分 类 号 : Q959.483.09 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2011)03-0349-04 
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A new record species, Heniochus diphreutes, 
Chaetodontidae from China 


ZUO Xiao-Yan, TANG Wen-Qiao' 


(Laboratory of Ichthyology, Shanghai Ocean University, Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic 
Genetic Resources, Ministry of Education, Shanghai 200090, China) 


Abstract: A new record species of Chaetodontidae, Heniochus diphreutes, was found by comparative analysis of the 
morphological characteristics in a taxonomic revision of the family Chaetodontidae in China. It was distinguished from 
its relative species H. acuminatus by a combination of the following: Dorsal fin usually with 12 spines (vs. 11); 2-3 rows 
of teeth on both jaws (vs. 5-7); ventral profile of head convex (vs. almost straight); anal fin more angular, and black area 
on posterior part of anal fin usually extending anteriorly to longest soft ray (vs. more round, and usually not extending 
anteriorly to longest soft ray); and snout shorter than eye (vs. longer). 


Key words: Heniochus diphreutes, Comparison of characteristics; New record species; China 

















蝴蝶 鱼 科 (Chaetodontidae) 是 一 类 分 布 于 热带 属 114 种 (Fessler & Westneat, 2007). 

到 温带 海洋 的 小 型 珊瑚 礁 鱼 类 ， 主 要 集中 在 印度 详 最 近 我 们 对 上 海 海洋 大 学 、 中 国 科学 院 南海 海 
- 西 太平 洋 海域 。 它 多 数 生活 在 珊瑚 礁 附近 的 浅水 ” 洋 研 究 所 及 中 国 水 产科 学 院 南海 水 产 研究 所 等 标 
中 , 一 般 在 岩礁 的 陡峭 部 分 , 也 有 出 现在 水 深 超 过 ”本 馆 收 藏 的 蝴蝶 鱼 标本 进行 了 考查 和 形态 学 测量 
200m 海洋 中 的 (Burgess, 1978)。 由 于 它 体 型 优雅 别 发 现 了 6 属 35 种 蝴蝶 鱼 科 鱼 类 ,其 中 多 环 马 夫 鱼 
致 ， 体 色 艳 丽 ， 有 着 五 彩 综 纷 的 图 案 ， 深 受 观赏 鱼 Heniochus diphreutes Jordan 为 中 国 新 纪录 种 , 之 前 
爱好 者 的 青睐 , 是 国际 上 著名 的 观赏 鱼 之 一 , HE 一直 被 误 定 为 马 夫 鱼 (台湾 中 文 名 为 白 吻 双 带 立 旗 
要 特征 是 身体 高 度 侧扁， 侧面 看 旦 椭圆 形 、 圆 形 或 fii!) 7. acuminatus (Linnaeus). 

KARA), WRH, HEIL f E ds Posies 

Wa 背鳍 连续 , MERRE kk mt TRA! 1 材料 与 万 法 

大 部 分 种 类 具有 横 过 眼睛 的 一 条 深 色 条 纹 , 在 背鳍 测量 标本 16 Fé, 其 中 上 海 海洋 大 学 标本 馆 1 
或 身体 后 部 还 具有 一 个 “ 眼 点 ”。 全 世界 记录 有 10 JÆ: SFU-16696(1977 年 5 月 采 自 西沙 永 兴 岛 ); 中 国 
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科学 院 南 海 海 洋 研究 所 标本 馆 3 尾 : F78-053、 
F0520-522(1978 年 夏 采 自 西 中 沙 )， 另 外 一 尾 无 编 
号 (采集 日 期 和 地 点 不 明 ); 中 国 水 产科 学 院 南 海水 
产 研究 所 标本 馆 12 Fé: N00062(1976 年 4 月 采 





























IX AE 
沙 群 岛 ), 9000119, 9000264. 9000209(1990 年 4 月 
采 自 南沙 陆架 区 )，NS920373~NS920377 、 














Wr R 3235 


TE ni. EME AARE o 

浸 制 标本 体 淡 黄色 , 体 侧 具 2 条 略 斜 向 后 方 的 
KERB: 第 一 条 由 背鳍 前 四 鳍 环 向 下 至 腹 鱼 起 
点 、 腹 部 及 辟 鱼 前 部 ， 前 缘 经 鲁 盖 后 部 及 胸 鱼 基底 
前 方 ; 第 二 条 由 背鳍 第 六 至 八 鱼 坏 向 下 斜 仲 至 辟 鲜 
后 半 部 。 头 顶 灰 黑色 , 两 眼 间 有 黑色 横 带 相连 ， 且 

































































NS920043、9000430(1992 年 采 自 南沙 群岛 )， 另 有 
一 尾 无 编号 (1992 年 采 自 南沙 群岛 )。 标 本 用 109011 
尔 马 林 液 保存 ,可 量 性 状 用 游标 卡尺 (精度 0.01 mm) 
测量 和 用 Microsoft Excel 统计 。 特 征 术 语 及 测量 方 
法 参照 Burgess(1978)。 
































2 £k Xf(Heniochus diphreutes Jordan) 
形态 特征 描述 


体 长 53.61~135.92 mm, 体高 37.22~102.91 mm. 

15158XIIL—23-24; "EÉII—16-18; 胸鳍 17~18; 
Wee I—s. Bit 4g —sq Oo"? 。 

21-27 

体 长 为 体 宽 的 4.35~7.57( 平 均 5.91) 倍 , 为 体高 
的 1.32~1.70(1.51) 倍 ,为 头 长 的 2.71~3.23(3.01) 倍 。 
头 长 为 吻 长 的 2.89~4.04(3.47) fF, 29 HE. 4 IY 
2.64~3.10(2.91) 倍 ， 为 眼 间距 的 2.74~3.55(3.01) 倍 。 
尾 柄 高 为 尾 柄 长 的 1.58~3.09(2.47) 倍 。 

体 甚 侧扁 而 高 ， 背 缘 凸 度 大 于 腹 缘 ， 背 鳍 起 点 
附近 隆起 。 尾 柄 短 而 高 。 头 部 短小 ,高 稍微 大 于 长 ， 
在 眼前 方 低 斜 , 在 眼 上 方 陡 直 。 吻 较 长 ,圆锥 状 向 
前 突出 , 吻 长 等 于 或 小 于 眼 径 。 眼 间隔 颇 宽 ， 圆 凸 ， 
宽度 约 与 眼 径 相等 或 稍 小 于 眼 径 。 眼 中 大 ， 上 侧 位 。 
眶 前 上 缘 具 骨 质 隆起 , 成 体 骨 突 粗 壮 ， 边缘 呈 粗 锯 
WR. SFL RH 2 个 , 距离 近 ; 前 鼻孔 大 ， 卵 圆 形 ， 
BABAR; 后 鼻孔 细 狭 。 口 小 , 前 位 ， 口 裂 水 平 。 
上 下 颌 约 等 长 。 上 颌 骨 后 端 不 伸 达 前 鼻孔 下 方 。 上 
FAHA 2~3 HE, WR, 刚毛 状 。 前 鳃 盖 骨 后 缘 
有 具 细 锯 齿 或 不 明显 。 鳃 孔 狭 长 。 鳃 盖 膜 与 峡部 相连 ， 
伸 到 眼中 部 下 方 。 鳃 起 细弱 。 

体 被 中 大 而 弱 模 鳞 ， 头 部 、 背 部 、 胸 部 及 奇 鱼 
At, Wy Jo. MIRROR, ERR. fuz 
EÈ, IVES h, ABA ELT HI Fe ig 

背鳍 一 个 ,连续 ,起 点 在 胸 鱼 基底 上 方 ; we bk 
部 长 约 等 于 鳍 条 部 ， 中 间 微 止 ; 第 四 鱼 环 最 长 ， 延 
KEJA, 鳍 膜 也 随 之 延长 ; 鱼 条 部 外 缘 呈 弧 形 。 
TE S oy, FATE, 起 点 在 背鳍 鳍 条 部 前 端 下 方 。 胸 























































































































































































































黑色 眼 带 仅 延 伸 至 眼睛 下 方 一 点 ， 并 不 向 下 延伸 至 
头 部 腹 侧 。 吻 背部 及 唇 为 灰 黑 色 。 胸 鳍 基底 及 腹鳍 
黑色 。 

Zk Ki, Heniochus diphreutes Jordan, 1903 
是 Jordan(1903) 依 据 采 自 日 本 长 崎 市 的 标本 而 订立 
的 , 我 们 所 测量 标本 的 形态 特征 与 该 种 的 原始 文献 
吻合 ， 两 者 应 为 同一 物种 ， 即 H. diphreutes。 该 种 分 
布 于 红海 和 印度 洋 一 西 太 平 洋 沿岸 : 东非 、 南 非 以 
及 马 斯 卡 瑞 恩 岛 ， 东 到 夏威夷 群岛,， 北 到 日 本 南部 
和 小 笠原 群岛 ， 南 到 澳大利亚 的 新 南 威尔士 和 克 马 
德 克 群 岛 (Nakabo, 2002; Froese & Pauly, 2011). 


3 it it 


31 SRSAABSSASH RARE D A 
本 新 纪录 种 与 马 夫 鱼 很 相似 ， 即 体 侧 均 具 2 条 
略 斜 向 后 方 的 黑色 宽 横 带 ， 且 黑色 眼 带 仅 从 头顶 延 
伸 至 眼睛 下 方 一 点 ， 并 不 向 下 延伸 至 头 部 腹 侧 ; 但 
在 背鳍 鳍 环 数 、 上 下 颌 从 的 行 数 、 吻 部 长 度 、 头 部 
腹 侧 形态 及 辟 鱼 形状 等 特征 上 都 有 明显 区 别 ( 图 1 
和 表 1); 在 比例 性 状 上 ， 多 环 马 夫 鱼 的 吻 长 较 短 ， 
小 于 眼 径 ; 而 马 夫 鱼 的 吻 长 较 长 ,大 于 眼 径 ( 表 2)。 

根据 我 们 对 相关 标本 的 检视 , 本 新 纪录 种 在 我 
国 南海 的 西沙 永 兴 岛 、 西 中 沙 和 南沙 均 有 分 布 。 我 
国 早 期 某 些 文献 中 记录 的 马 夫 鱼 ， 也 有 部 分 为 本 新 
纪录 种 的 误 记 。 多 未 马 夫 鱼 在 中 国文 献 中 的 同 物 异 
名 和 采集 记录 如 下 。 

Heniochus diphreutes: ESR, 1979. 南海 诸 岛 
海域 色 类 志 ( 国 家 水 产 总 局 南海 水 产 研究 所 等 ): 
235-236, 图 151( 永 兴 岛 、 石 岛 、 赵 述 岛 、 晋 卿 岛 ) 




























































































































































































































































































































































































(部 分 )。 
32 中国 马 夫 鱼 属 (Heniochus Cuvier, 1817) 的 分 
类 检索 


Heniochus Cuvier, 1817, Régne Animal, 2: 335. 

Type-species: Chaetodon macrolepidotus Linnaeus, 
1758. 

AA EE fg en, Bera BE; 头 短 小 , WAR 



































HERR, PROUD, 约 等 于 头 长 。 腹鳍 胸 位 ， 后 端 伸 达 











R, 不 呈 管 状 ; 口 小 , 前 位 ; 眶 间隔 圆 突 ; PESADA 
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图 1 ibat 5f 

Fig. 1 Heniochus diphreutes Jordan 1903 and H. acuminatus (Linnaeus, 1758) 
A: WK 110.52 mm, ji; F78-053; B: 体 长 183.04 mm, 编号 F78-55。 
A: 110.52 mm SL, No. F78-053; B: 183.04 mm SL, No. F78-55. 


R1 SRAKBSAA BBR DD mST B LE 


Tab.1 Comparison of the fins and some distinguishable characters of Heniochus diphreutes with H. acuminatus 















































A MUS AC 马 夫 鱼 
H. diphreutes H. acuminatus 

标本 数 No. of specimen 16 9 
E FATHER Rows of teeth on both jaws 2-3 5-7 
头 部 腹 侧 形 状 Shape of the ventral profile of head eh 较 平 直 
TEES MEXR Character of the anal fin "S fie o 向 前 uL m 
背鳍 Dorsal fin XII—23-24 XI—24-25 
腹鳍 Ventral fin I—5 I—5 
胸鳍 Pectoral fin 17-18 17-18 
T Anal fin III—16-18 III—16-18 


表 2 ZSRAASBSDA SAAB LIEB LES 


Tab.2 Comparison of some proportional measurements of Heniochus diphreutes with H. acuminatus 













































































Zh KAA H. diphreutes IR H. acuminatus 
范围 (平均 值 ) 标准 差 范围 (平均 值 ) 标准 差 
Range (means) SD Range (means) SD 
标本 数 
No. of specimen 16 9 
体 长 (mm) 53.61~135.92 (107.06) aes 104.93~196.51 (156.47) 26:00 
Body length(mm) 
体 长 /体高 
Body length/Body depth 1.32~1.70 (1.51) 0.10 1.35-1.60 (1.46) 0.08 
体 长 / 头 长 
Body length/Head length 2.71~3.23 (3.01) 0.17 2.75~3.38 (3.08) 0.16 
体 长 / 尾 柄 长 
Body length/Caudal peduncle length 15.96~24.99 (20.34) 2.61 18.63~24.26 (20.93) 1.75 
尾 柄 高 / 尾 柄 长 
Caudal peduncle depth/ Caudal 1.58~3.09 (2.47) 0.41 2.26~2.98 (2.52) 0.22 
peduncle length 
头 长 / 吻 长 
Head length/Snout length 2.89~4.04 (3.47) 0.33 2.33~3.32 (2.90) 0.30 
头 长 / 眼 径 
Head length/Eye diameter 2.64~3.10 (2.91) 0.14 2.81~3.75 (3.38) 0.27 
头 长 / 眼 间距 
Head length/Interorbital width 2.74~3.55 (3.01) 0.25 2.92~3.52 (3.14) 0.17 
Z A 
WARM 0.66~1.07 (0.85) 0.10 0.84~1.58 (1.18) 0.20 


Snout length/ Eye diameter 


























细 尖 呈 刚 毛 状 , FERS aE Ey SETA; 体 被 中 MAREA, HE A RE a EIS, SMR; 尾 
SKM Sw, 侧线 完全 ， 前 部 弧 形 ， 后 部 直行 ， ” 鱼 截 形 。 
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通常 栖息 于 珊瑚 从 生 的 汽 湖 及 面 海 的 珊瑚 礁 
区 。 全 世界 记录 有 8 种 (Froese & Pauly, 2011)， 其 中 
马 夫 鱼 H. acuminatus (Linnaeus, 1758)、 金 口 马 夫 鱼 
H. chrysostomus Cuvier, 1831. Z fk X fü H. 
diphreutes Jordan, 1903, =W 4X4 H. monoceros 
Cuvier, 1831 分 布 于 印度 洋 一 太平 洋 海域 , 四 带 马 
Kf H. singularius Smith & Radcliffe, 1911 和 白带 
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Wr R 32 4 





Uff H. varius (Cuvier, 1829) 分 布 于 太平 洋 海域 ， 
红海 马 夫 鱼 H. intermedius Steindachner, 1893 和 印 
FEE Aff H. pleurotaenia Ahl, 1923 分 布 于 印度 洋 
海域 。 我 国 已 有 文献 记录 了 本 属 5 种 (Zheng，1962; 
Wang, 1979; Shen, 1984; “Fishes of Fujian Province” 
Editorial Subcommittee, 1985; Cheng & Zheng, 1987; 
Shen, 1993), 加 上 本 新 纪录 种 共有 6 种 , 分 类 检索 如 下 : 
















































































中 国 马 夫 鱼 属 (Heniochus) 种 的 检索 表 

















12) WERE, 体 侧 有 两 条 白色 和 斜 带 ; 第 一 











20) PRE, 体 侧 具 2 条 或 多 条 黑色 横 带 
3(6) 体 侧 具 2 条 宽 黑色 带 斜 向 后 方 




















4(5) 背鳍 X ; EFAA AA 5-7 HE SUIT II 
5(4) 背鳍 XI; EFAA AA 2-3 HE E 


6(3) 体 侧 具 3 条 或 多 条 横 带 


7(8) 头 部 有 2 条 横 带 ; 体 侧 有 2 AERE e 








807) 头 部 有 1 条 横 带 
9(10) 体 侧 黑 带 较 倾斜 ; 眼 带 


















































10(9) 体 侧 黑 带 较 年 直 于 体 中 轴 ; 眼 带 
致谢 : 本 文 承 上 海 海洋 大 学 伍 汉 霖 教授 提出 宝 


焉 意见 ， 中 国 科 学 院 南海 海洋 研究 所 孔 晓 瑜 研究 
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SI PERHR SED TS ERR eee 
背鳍 第 3 fidos RI BU F7; ZR Ae BRE AME 单 角 马 夫 鱼 H. monoceros Cuvier 











带 在 背鳍 第 1~3 鱼 环 间 向 下 延伸 ， 第 二 带 在 背 鱼 鱼 束 后 半 部 斜 向 下 延伸 至 尾 铺 基 部 ………… 











带 马 夫 鱼 H. varius Cuvier 











nn 马 夫 鱼 H. acuminatus Linnaeus 


nn 四 带 马 夫 鱼 H. singularius Smith et Radcliffe 














nn 金 口 马 夫 鱼 H. chrysostomus Cuvier 
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